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Toxoneuron nigriceps (Hymenoptera, Braconidae) is an endophagous parasitoid of 
the tobacco budworm, Heliothis virescens (Lepidoptera, Noctuidae). Parasitized 
larvae show a complex array of pathological symptoms including immune response 
suppression, largely due to a symbiotic virus, named TnBV, belonging to the family 
Polydnaviridae (PDV). A striking characteristic of the TnBV, as well as the other 
PDV genomes sequenced to date, is the large preponderance of non-coding regions, 
which raises the question of their functional relevance. To start addressing this 
question, we decided to analyze the small RNA fraction present in haemocytes of 
parasitized larvae and search for TnBV-derived sequences that might interfere with 
the host immune response. 
To investigate this hypothesis in the case of TnBV, a specialized cDNA library, 
representative of the small RNA fraction present in haemocytes of parasitized larvae, 
was prepared. The generated cDNA library was validated by two types of quality 
control analyses.  
Real-time PCR Absolute Quantification was performed using a standard curve 
method. This analysis essentially allowed me to evaluate the concentration of the 
library and also to obtain indications on its purity, by assessing the presence and 
relative abundance of adapter dimers contaminants.  
A further quality test was carried out by cloning a small amount of the cDNA 
products in a plasmid vector and by sequencing through conventional technology few 
randomly selected clones. Two cloned sequences turned to be microRNA species 
already known in other organisms, miR-184 and miR-970, evolutionarily conserved 
from insects to mammals. In Drosophila melanogaster miR-184 is expressed in all 
developmental stages (Ping Li et al., 2011). Moreover, functional analysis identified 
a role for this miRNA in the female germline, where it is involved in multiple steps 
of  oogenesis (Iovino et al., 2009). 
The presence of authentic miRNA species in our library, as well as the finding of a 
correct size range (21-27) in our cloned cDNA sequences represented valid quality 
control criteria, empowering further analysis of the cDNA library by high-throughput 
sequencing technologies.   
Specifically, cDNA sequencing was performed using the Illumina platform and 
resulted in about 6 million total reads. Sequence alignment with the TnBV genome 
was then performed using the FAST (Fast Aligning of Short Tags) software 
developed by the Institute of Applied Genomics of Udine. These preliminary 
analyses allowed the identification of 52 cDNA sequences, ranging in size between 
20 and 27 nucleotides, that align with the viral genome. 46 are present in the viral 
genome in single copy, while  6 are located in two different positions and are 
therefore represented twice. These sequences were extensively analyzed by 
bioinformatical tools, in particular computational methods based on secondary 
structure prediction to assess the ability of these genomic regions to generate 
appropriate small RNA precursor molecules. Specific analyses were performed using 
a web tool, MirEval. 5 sequences were selected as potential miRNA species, 
deriving from viral genomic regions that show structural features typical of 
precursor-miRNA (pre-miRNA) molecules. RT-PCR experiments of these genomic 
regions, aimed at detecting presumptive primary-miRNA (pri-miRNA) species, 
indicated that these genomic regions are actively transcribed in haemocytes, 6 and 12 
hours after parasitization. In parallel, transcriptional profiling of the TnBV genomic 
regions where the remaining presumptive TnBV small ncRNA sequences were 
mapped, as well as of randomly selected regions, that do not contain any protein 
coding genes or any putative small ncRNAs, indicated that the non-coding portion of 
the TnBV genome is extensively transcribed in host haemocytes. These analyses 
indicated that most, if not all, of the non-coding portion of the TnBV genome is 
transcribed in host haemocytes. This unexpected finding raises several questions 
concerning: 1) the functional meaning of generalized transcription and 2) the 
possible existance of specific mechanisms acting downstream of transcription to 
discriminate  biologically relevant RNA molecules from “transcriptional noise”.
Functional characterization of the sequences identified as potential microRNAs is 
expected to shed light on the role played by the non-coding regions of the TnBV 
genome during parasitization. Furthermore, future work  aimed at target 
identification may disclose the possible involvement of these sequences in the 
alteration of host immune system. The generated information will be essential for 
defining a more comprehensive model of the immunosuppression phenomena 
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Gli Insetti o Entomi (Insecta LINNAEUS, 1758) sono una classe di viventi 
appartenente al phylum degli Arthropoda. Questa classe rappresenta il più 
grande tra i raggruppamenti animali che popolano la Terra e si ritiene che 
siano tra i più antichi colonizzatori delle terre emerse. L'eterogeneità nella 
morfologia, nell'anatomia, nella biologia e nell'etologia ha conferito loro, da 
oltre 300 milioni di anni, un ruolo di primo piano nella colonizzazione del 
globo terrestre cui hanno contribuito in modo decisivo una notevole capacità 
di competizione e lo sviluppo di specifici adattamenti, grazie ai quali gli insetti 
sono in grado di utilizzare i più svariati substrati alimentari e di superare 
condizioni ambientali estreme. Molti insetti sono aggressori inesorabili di altri 
organismi viventi e, allo stesso tempo, bersaglio di una folta schiera di nemici 
naturali e di patogeni.  
Alla base delle relazioni che essi stabiliscono con altri organismi esistono 
innumerevoli meccanismi di interazione, spesso di grande significato 
economico, sanitario e sociale. Infatti, l’instaurarsi di tali associazioni è spesso 
mediata dallo sviluppo di fattori di virulenza e/o meccanismi di resistenza, 
selezionati da lunghi processi coevolutivi, durati centinaia di milioni di anni.  
Le associazioni antagonistiche tra gli insetti e le altre specie di artropodi sono 
considerate tra le più interessanti, in particolare le interazioni insetto/insetto, 
caratterizzate da diverse modalità e vari livelli di specializzazione. Infatti si 
passa da interazioni trofiche relativamente semplici come ad esempio quelle 
che intercorrono fra gli insetti predatori e le proprie vittime, alle complesse 
interazioni fisiologiche e biologiche esistenti fra gli insetti parassitoidi ed i 
loro ospiti. 
Lo studio e la manipolazione delle associazioni fra gli insetti e gli altri 
organismi ha una lunga e consolidata tradizione, considerati gli svariati risvolti 
applicativi di una dettagliata comprensione di queste interazioni.  
In particolare, negli ultimi decenni, l’ avanzamento delle conoscenze nel 
campo dell’Entomologia di base e applicata ha consentito l’attuazione di 
strategie di controllo integrato a basso impatto ambientale e tossicologico 
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(Viggiani, 1997). Inoltre, le crescenti informazioni accumulate nei campi della 
genomica e post-genomica hanno portato  allo sviluppo di nuove metodologie 
di controllo degli insetti dannosi all’uomo e ai suoi prodotti. In particolare lo 
studio delle interazioni molecolari “pianta-fitofago-entomofago” ha 
notevolmente ampliato le basi conoscitive per lo sviluppo di nuove strategie 
sostenibili per la protezione delle piante. Attraverso l’investigazione di queste 
relazioni antagonistiche e dei meccanismi che le regolano, nonché 
l’approfondimento delle conoscenze  a livello molecolare di fisiologia, 
sviluppo, riproduzione e comportamento degli insetti è infatti già stato 
possibile disegnare biotecnologie di controllo degli insetti fitofagi basate 
sull’uso/manipolazione di agenti biologici. E’ facile prevedere che, a mano a 
mano che gli studi andranno avanti, lo sviluppo di tali tecnologie riceverà un 
impulso sempre crescente, con prospettive applicative pressoché illimitate. 
 
I.1 Insetti entomofagi: I Parassitoidi 
I parassitoidi sono insetti entomofagi, parassiti di altri artropodi dai quali 
traggono vantaggio (nutrimento, protezione) arrecando loro danno biologico. 
In realtà si tratta di una forma di transizione tra il parassita propriamente detto 
e il predatore. Hanno nel complesso le stesse prerogative del parassita, in 
quanto sono privi di vita autonoma durante gli stadi giovanili e dipendono 
dall’ospite al quale sono più o meno intimamente legati da relazioni 
anatomiche e fisiologiche. Inoltre hanno rapporti con un solo ospite durante gli 
stadi pre-immaginali mentre l’adulto conduce vita libera e può deporre le 
proprie uova in più individui della stessa specie o, in alcuni casi, specie 
differenti. D’altro canto, al pari dei predatori essi uccidono il proprio ospite 
che viene portato alla morte quando la larva del parassitoide termina il suo 
sviluppo (Poiriè et al, 2009). 
Sebbene numerosi organismi abbiano sviluppato questa tipologia di strategia 
adattativa, essa è particolarmente comune negli insetti olometaboli (Diptera, 
Coleoptera, Lepidoptera, Trichoptera, Neuroptera e Strepsiptera) ma più 
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dell’80% delle specie descritte appartengono all’ordine degli Hymenoptera 
(Quicke, 1997). 
I parassitoidi possono essere classificati sulla base di diversi criteri. Quando si 
fa riferimento alle correlazioni esistenti tra più parassitoidi che 
simultaneamente possono risiedere nello stesso ospite si parla di diversi gradi 
di parassitismo (primario, secondario, terziario e quaternario). Si distinguono 
invece specie monofaghe, oligofaghe o polifaghe in funzione dell’ “host 
range” (numero di specie ospiti che il parassitoide ha a disposizione per 
portare a compimento il proprio ciclo vitale) e della permissività che le specie 
ospiti mostrano. Sulla base del numero di uova deposte per ospite, si parla di 
parassitoidi solitari (depongono un uovo in un singolo ospite) e parassitoidi 
gregari (depongono più uova in un singolo ospite). Si distinguono inoltre 
ectoparassitoidi in caso di ovideposizione all’esterno del corpo dell’ospite ed 
endoparassitoidi in caso di ovideposizione all’interno della cavità corporea 
dell’ospite. I parassitoidi, inoltre, possono attaccare determinati stadi di 
sviluppo dell’ospite (uovo, larva, pupa, ecc.) ed hanno sviluppato differenti 
abitudini alimentari e strategie di regolazione della fisiologia dell’ospite.  
In funzione dello stile di vita Askew & Shaw (1986) hanno classificato gli 
Imenotteri parassitoidi in Idiobionti e Koinobionti. In particolare, si parla di 
Idiobionti quando l’ospite è completamente paralizzato dall’azione del veleno 
della vespa e quindi incapace di difendere se stesso e di portare a compimento 
il proprio sviluppo. Spesso si tratta di ectoparassitoidi con un ampio host-
range che mostrano stadi larvali estremamente voraci e brevi. La fase da 
adulto è lunga e caratterizzata dalla produzione di poche uova di grandi 
dimensioni. L’ovideposizione in genere avviene nello stadio vitale dell’ospite 
in grado di fornire una completa e soddisfacente alimentazione alla larva del 
parassitoide (ultimi stadi larvali e pupe). Pochi sono i casi di  endoparassitosi 
in cui vengono attaccati stadi sessili dell’ospite come uova o pupe (es. Pimpla 
hypocondriaca) (Dani et al., 2004).  
Nei caso dei Koinobionti invece il veleno della vespa svolge un’azione 
paralizzante transitoria e l’ospite prosegue il proprio sviluppo fino alla 
completa maturazione della larva del parassitoide. Si tratta per lo più di 
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endoparassitoidi caratterizzati da stadi larvali più lunghi che si susseguono 
all’interno della cavità corporea dell’ospite, il cui sviluppo viene ritardato per 
far sì che esso raggiunga dimensioni adeguate per il sostentamento del 
parassitoide. Gli adulti hanno vita breve e producono molte uova di piccole 
dimensioni, completamente sviluppate già al momento dello sfarfallamento. 
Sebbene l’ovideposizione sia in genere stadio-specifica, i koinobionti possono 
attaccare vari stadi dello sviluppo pre-immaginale dell’ospite. L’ “host range” 
è estremamente limitato, il veleno agisce su un numero ristretto di ospiti, 
spesso si tratta di una singola specie per via delle sofisticate interazioni 
fisiologiche e biologiche che si stabiliscono tra l’ospite e il parassitoide.  
Molto rari sono i casi di ectoparassitoidi il cui veleno può avere azione 
paralitica e alterare i fenomeni di muta dell’ospite (Marris, et al., 2001)  
Sia nel caso degli Idiobionti che in quello dei Koinobionti il successo del 
parassitismo dipende da una serie di fattori che inducono profonde alterazioni 
fisiologiche/metaboliche e permettono al parassitoide di eludere le difese 
immunitarie dell'ospite. Questo è particolarmente vero per i Koinobionti, 
capaci di realizzare una fine regolazione delle secrezioni endocrine, del 
metabolismo, della riproduzione e dello sviluppo dell’ospite stesso.  Il quadro 
complessivo degli effetti prodotti nell’ospite dal parassitoide viene definito 














I.2 Fattori di regolazione dell’ospite 
Le più specializzate strategie di regolazione della fisiologia dell’ospite, messe 
in atto da i parassi otidi Koinobionti, sono il risultato all’azione di quelli che 
vengono definiti “fattori parassitari di regolazione”. Tali fattori sono 
costituiti da secrezioni di origine embrinale e/o materna (Quicke, 1997). 
 
I.2.2 Fattori di origine materna 
I fattori di regolazione di origine materna sono costituiti da secrezioni che 
la femmina adulta secerne nell’ospite al momento della parassitizzazione. Esse 
comprendono veleno, proteine ovariche e polidnavirus (PDVs) (Webb et al., 
2000).  
Il veleno, prodotto da ghiandole annesse al sistema riproduttore della femmina 
del parassitoide dette “ghiandole del veleno”, viene immagazzinato in una 
speciale sacca che funge da serbatoio.  
 
 
Fig 2. Esempio di ghiandole del veleno e serbatoio annessi al sistema riproduttore femminile 
in Imenotteri parassitoidi. 
 
Il serbatoio del veleno è direttamente collegato con il tratto terminale 
dell’ovidotto comune da cui sia il veleno che i fluidi del calice ovarico vengono 
iniettati nell’ospite all’atto dell’ovideposizione (Fig 2).  
Il veleno dei parassitoidi è costituito da una miscela complessa di componenti 
di varia natura (fattori paralitici e citolitici, neurotossine, ammine, enzimi di 
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medio ed alto peso molecolare, inibitori di proteasi), tutti coinvolti nella 
manipolazione della fisiologia dell’ospite (Asgari e Rivers, 2011) (Tab 1). 
 
Tab 1. Proteine del veleno note per alcuni endoparassitoidi (Asgari e Rivers, 2011) 
 
 
Studi comparativi sul profilo elettroforetico delle proteine del veleno di diversi 
Ichneumonidi e Braconidi,  hanno mostrato che la maggior parte di queste 
proteine sono ad alto peso molecolare (>100kDa) ed hanno natura 
prevalentemente acida (Moreau e Guillot, 2005; Asgari e Rivers, 2011). Questo 
dato risulta particolarmente degno di nota in quanto, nei veleni di altri 
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organismi, proprietà citotossiche o neurotossiche sono associate a peptidi di 
piccole dimensioni (Piek, 1986; Rappuoli and Montecucco, 1997). 
La sintesi delle proteine del veleno nelle ghiandole secretrici inizia durante lo 
sviluppo pupale della femmina del parassitoide e si intensifica durante le 24 ore 
precedenti allo sfarfallamento.  
Negli ectoparassitoidi il ruolo del veleno è ben noto in quanto è associato a 
fenomeni di paralisi e arresto dello sviluppo dell’ospite (Beard, 1978).  
Anche il veleno degli endoparassitoidi non associati a PDVs può causare 
paralisi transiente nell’ospite (Moreau et al., 2002) ed in molti casi è stato 
ipotizzato che esso possa avere caratteristiche ancestrali comuni con il veleno 
degli ectoparassitoidi. Inoltre, in questi endoparassitoidi il veleno ha un ruolo 
fondamentale nell’alterazione del sistema immunitario dell’ospite. Ciò può 
essere interpretato come una strategia adattativa messa in atto dal parassitoide 
per compensare l’assenza di altri fattori immunosoppressivi e garantire il 
successo della parassitizzazione (Richard e Parkinson 2000). Inducendo lisi 
cellulare ed apoptosi il veleno produce infatti una drastica riduzione del numero 
degli emociti circolanti. Promuovendo poi alterazioni del citoscheletro esso 
inibisce la capacità degli emociti di aggregarsi ed aderire a corpi estranei 
(Asgari e Rivers, 2011).  
Una componente del veleno potenzialmente coinvolta in molti di questi effetti è 
stata identificata in Leptopilina boulardi.  Tale proteina, denominata P4, è 
infatti in grado di regolare il citoscheletro di actina, e di modificare la 
morfologia e le proprietà adesive dei lamellociti in larve di D. melanogaster 
parassitizzate (Labrosse et al., 2003; Asgari e Rivers, 2011). Nel caso degli 
Imenotteri endoparassitoidi associati a PDVs, l’induzione di paralisi è lieve o 
assente (Strand et al, 1994;  Asgari et al., 2003b). Altri effetti sono allora 
imputabili all’azione del veleno e sono soprattutto legati alla manipolazione 
della fisiologia dell’ospite e alla soppressione delle componenti cellulari ed 
umorali del sistema immunitario (Asgari, 2006). Riguardo a quest’ultimo 
punto, sembra che le proteine del veleno agiscano in sinergia con i PDVs. Si 
ipotizza infatti che il veleno possa facilitare l’ingresso e la stabilità delle 
particelle dei PDVs nelle cellule dell’ospite e che entrambe le componenti 
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agiscano insieme per debilitare il sistema immunitario a vari livelli. Zhang et al 
(2004) hanno evidenziato come il peptide Vn1.5 del veleno di Cotesia rubecula 
sia necessario per l’espressione dei geni del PDV associato al parassitoide, 
negli emociti dell’ospite. Inoltre, sempre in C. rubecula, l’attivazione della 
risposta umorale è inibita dall’azione di due proteine del veleno (Vn4.6 e Vn50) 
le quali agiscono sinergicamente con una proteina immunosoppressiva del PDV 
(Asgari et al., 1996, 1997) ed una proteina del calice ovarico (Asgari et al., 
1998, 2003b). Le proteine del veleno contribuiscono quindi attivamente al 
successo della parassitizzazione agendo direttamente nella soppressione del 
sistema immunitario e coadiuvando l’azione di altri fattori di virulenza, come i 
PDVs. 
Le proteine del calice ovarico sono peptidi sintetizzati nell’apparato 
riproduttivo femminile del parassitoide ed iniettati nel corpo dell’insetto ospite 
all’atto dell’ovideposizione (Webb e Luckhart, 1996).  Queste proteine 
svolgono un ruolo importante nel successo della parassitizzazione e persistono 
nel plasma degli insetti parassitizzati, in continuo contatto con gli emociti 
circolanti, fino a 96h dopo l’ovideposizione (Webb e Luckhart., 1994). 
In Campoletis sonorensis le proteine più rappresentate nei fluidi del calice 
ovarico consistono in un gruppo di 5-7 glicoforme di un unica proteina, di peso 
compreso tra 29 e 36 kDa (Webb e Luckhart, 1994).  In larve di Heliothis 
virescens parassitizzate da C. sonorensis, esse vengono internalizzate dagli 
emociti mediante endocitosi entro 30 min dall’ovideposizione, tempo in cui, in 
esperimenti condotti in vitro, sono stati osservati profondi effetti sull’actina del 
citoscheletro degli emociti e sulle loro capacità adesive e di incapsulamento 
(Webb e Luckhart, 1994). Per incapsulamento si intende la capacità degli 
emociti di formare una capsula a strati multipli intorno ad un corpo estraneo 
bersaglio, il quale viene soppresso attraverso l’azione di sostanze tossiche, fra 
cui la melanina, prodotte ad opera della capsula stessa (Pech e Strand, 1996; 
Loret e Strand, 1998). 
Inibendo tale processo, le proteine del calice ovarico prevengono perciò 
l’incapsulamento dell’uovo da parte degli emociti dell’ospite. Questa azione 
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protettiva precoce servirebbe dunque a complementare un’attività più tardiva, 
compiuta dai PDVs (Edson et al., 1981; Webb and Luckhart, 1999).  
Nell’imenottero ichneumonide Venturia canescens, “virus like particles” 
(VLPs) che rivestono il corion delle uova, sono essenziali per eludere la 
risposta immunitaria dell’ospite, Ephestia kuehniella (Feddersen et al., 1986).  
Beck et al. (2000) hanno dimostrato che queste VLPs agiscono in 
combinazione con i fluidi del calice ovarico e sono in grado di inibire sia la 
risposta immunitaria cellulare che quella umorale. Infatti, le VLPs servono a 
camuffare le uova del parassitoide, che non vengono riconosciute come corpi 
estranei dal sistema immunitario dell’ospite, mentre i fluidi del calice ovarico 
bloccano, attraverso l’ausilio di specifici inibitori, l’attività di serin-proteasi 
presenti nell’emolinfa dell’ospite, capaci di neutralizzare le VPLs. Inoltre, 
l’attività proteolitica dei fluidi ovarici porta ad una riduzione dei fenomeni di 
melanogenesi ed inibizione dell’attività della fenolossidasi (PO).  
Per quanto riguarda la risposta immunitaria cellulare, esperimenti in vitro 
hanno evidenziato che gli emociti di E. kuehniella, se trattati con l’inibitore di 
serin-proteasi p-APMSF, presentano ridotte capacità adesive. Questo indica 
che l’adesione cellulare è un meccanismo regolato da eventi proteolitici. 
Sembra quindi plausibile l’ipotesi che gli inibitori di serin-proteasi presenti nel 
fluido del calice ovarico possano influenzare l’adesività degli emociti in ospiti 
parassitizzati (Beck et al., 2000). 
I Polydnavirus (PDVs) sono un gruppo di virus specificamente associati con 
Imenotteri endoparassitoidi appartenenti alle famiglie Braconidae (circa 
18.000 specie suddivise in 5 subfamiglie) e Ichneumonidae (circa 13.000 
specie suddivise in 2 subfamiglie). (Stolz e Vinson, 1979; Whitfield e Asgrai, 
2003; Webb e Strand, 2005).  
Delle numerose specie di parassitoidi associati con i PDVs estimate molte 
sono di importanza economica rilevante in quanto agenti di contenimento 
biologico di specie dannose in agricoltura (Whitfield, 2000) 
Di solito la specie-specificità di questi endoparassitoidi è ristretta ed include 
una o poche specie correlate, per lo più appartenenti all’ordine Lepidoptera (in 
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genere stadi larvali), mentre pochi sono i casi in cui gli ospiti appartengono ad 
altri ordini quali Hymenoptera e Coleoptera.  
I PoliDNAvirus devono il proprio nome alla struttura del loro un genoma, 
suddiviso in segmenti circolari di DNA a doppia elica (“polyDNA”) (Webb et 
al., 2000). 
Due generi di PDVs sono stati identificati: i bracovirus (BVs) associati ad 
Imenotteri braconidi e gli ichnovirus (IVs) associati ad Imenotteri 
ichneumonidi (Webb et al., 2000). Tutti gli IVs hanno nucleocapsidi 
biconvessi, di 85x330 nm, circondati da una doppia membrana. I BVs invece 
hanno nucleocapsidi cilindrici di larghezza standard (40nm) e lunghezza 
variabile (25-100nm), circondati da una singola unità membranosa. I 
nucleocapsidi degli IVs sono assemblati nel nucleo delle cellule del calice 
ovarico dell’Imenottero cui sono associati ed acquisiscono un primo involucro 
nel nucleo stesso, mentre il secondo involucro membranoso avvolge il virione 
quando quest’ultimo, una volta fuoriuscito dal nucleo, transita attraverso la 
membrana cellulare. La porzione di membrana cellulare interessata diventa 
perciò parte integrate del virione, il quale viene rilasciato nel lume del calice 
ovarico per gemmazione. I virioni dei BVs vengono invece rilasciati 
nell’ovidotto tramite lisi cellulare, la quale comporta una continua 
rigenerazione di cellule del calice ovarico con conseguente ininterrotta 
produzione di prodotti virali (Stolz e Vinson, 1979a).  
I PDVs sono stabilmente integrati come provirus nel genoma del parassitoide 
(sia maschio che femmina) e sono trasmessi verticalmente alla progenie 
attraverso la linea germinale. La loro replicazione ha luogo soltanto nella 
femmina del parassitoide, in cellule specializzate appartenenti al calice 
ovarico, porzione dell’apparato riproduttivo della vespa compresa tra gli ovari 
e l’ovidutto laterale. Durante lo sviluppo, la replicazione virale ha inizio verso 
il termine della fase pupale della vespa e continua nello stadio adulto (Norton 
e Vinson, 1983; Stoltz e Vinson, 1979; Volkoff et al, 1995). Questo particolare 
profilo di attività suggerisce che la replicazione dei BVs e IVs venga indotta 
da fattori sia tessuto che sesso-specifici, ed è stato in particolare osservato che 
essa ha inizio in concomitanza con un aumento dei livelli di ecdisteroidi 
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(Webb e Summer, 1992; Webb, 1998; Gruber et al, 1996). Le particelle virali 
si accumulano nel lume del calice ovarico in un liquido blu iridescente molto 
viscoso, chiamato fluido del calice ovarico, che avvolge completamente le 
uova del parassitoide.  
Al momento della parassitizzazione la femmina rilascia nell’emocele 
dell’ospite, assieme  all’uovo, particelle virali, proteine del calice ovarico e 
veleno.  I virioni dei BVs e IVs infettano diversi tipi di cellule dell’ospite e 
all’interno di esse esprimono i propri geni senza però andar incontro a 
replicazione. I prodotti genici virali inibiscono la risposta immunitaria e 
regolano la fisiologia dell’ospite, creando le condizioni necessarie alla 
sopravvivenza e allo sviluppo della larva del parassitoide (Fig 3). 
L’interazione esistente tra il PDVs e la vespa è dunque di tipo mutualistico: la 
trasmissione virale dipende dalla sopravvivenza del parassitoide e la 
sopravvivenza del parassitoide dipende dall’infezione dell’ospite ad opera del 
virus (Webb e Strand, 2005). 
I PDVs sono definiti virus “atipici” per via del loro peculiare ciclo vitale e 
delle  caratteristiche strutturali dei loro genomi, riconducibili ad organismi 
eucarioti piuttosto che a virus. Dati derivanti da progetti di sequenziamento dei 
segmenti incapsidati di vari polydnavirus hanno infatti evidenziato l’esistenza 
di ampie regioni non codificanti, sia intergeniche che introniche, la presenza di 
famiglie geniche e l’assenza, invece, di geni codificanti per proteine strutturali 
del capside nonché geni dell’apparato replicativo virale (Cui e Webb, 1997; 
Wyder et al., 2002). In generale, i geni  identificati sembrano non avere alcuna 
omologia con i geni trovati in altri virus (Asgari et al., 1997; Cui e Webb, 
1997; Hilgarth e Webb, 2002; Volkoff et al., 2002; Falabella et al., 2003) e 
sono esclusivamente correlati con l’attività patogenica che questi virus 
svolgono negli ospiti parassitizzati (Cui e Webb, 1997; Strand et al., 1997).  
Analisi filogenetiche hanno evidenziato che i due diversi generi di PDVs 
hanno origine differente. Tali analisi sono state confermate da recenti indagini 
molecolari.  In particolare, uno studio condotto da Bézier et al (2009) su 
Chelonus inanitus (Cheloninae) e Cotesia congregata (Microgasterinae), ha 
confermato l’ipotesi secondo la quale i bracovirus derivano da un nudivirus 
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ancestrale integratosi nel genoma della vespa 100 milioni di anni fa (Murphy 
et al., 2008). Infatti, analisi del trascrittoma delle cellule del calice ovarico, 
durante la fase in cui si ha il picco massimo di produzione delle particelle 
virali (fase terminale dello stadio pupale), hanno portato all’identificazione di 
numerosi trascritti codificanti per proteine che mostrano elevata omologia con 
proteine di nudivirus (Bézier et al., 2009). I corrispondenti geni risiedono 
stabilmente nel genoma del parassitoide e dunque non vengono incapsidati, 
ma servono a produrre le componenti strutturali dei virioni. 
Per quanto riguarda gli Ichnovirus (IVs), studi analoghi a quelli effettuati per i 
bracovirus sono stati condotti su Hyposoter didymator, ma non hanno portato 
all’identificazione di geni riconducibili a nudivirus o ad altri virus noti. Analisi 
proteomiche dei costituenti del capside hanno dato lo stesso risultato. La 
recente scoperta di nuovi virus associati ad insetti lascia tuttavia ipotizzare che 









I.2.1  Fattori di origine embrionale 
I fattori di regolazione di origine embrionale derivano da particolari 
membrane di rivestimento membrane serosali che, durante lo sviluppo 
embrionale, svolgono principalmente un ruolo protettivo (Stolz, 1986).   
Negli Imenotteri  parassitoidi tali membrane possono avere origine molto varia 
e, come suggerito dalla loro organizzazione strutturale, svolgono anche una 
funzione  nutrizionale, sia durante lo sviluppo dell’embrione, che nella fase 
successiva alla schiusa dell’uovo. (Pennacchio et al., 1999; Li et al., 2002) 
E’ in quest’ultima fase che vengono rilasciati nell’emolinfa i teratociti, cellule 
extra-embrionali derivanti dalla dissociazione della membrana serosale, che 
vagano liberamente nell’emocele dell’ospite e si accrescono senza mai 
dividersi, mostrando spesso un alto livello di ploidia (Pedata et al., 2003). 
Il numero dei teratociti rilasciati nell’ospite è specie-specifico ed è variabile da 
8 (Tremblay e Calvert, 1972) a 900 (Zhang et al., 1994). Essi persistono 
nell’emolinfa durante tutto lo sviluppo larvale del parassitoide al termine del 
quale, in alcuni casi, il numero dei teratociti si riduce drasticamente per  
fenomeni di degenerazione, ingestione da parte della larva stessa (Sluss, 1968) 
o espulsione da parte dell’ospite (Volkoff e Colazza, 1992).  
Dal punto di vista citologico i teratociti posseggono una membrana cellulare 
densa di microvilli, un abbondante reticolo endoplasmatico e numerosi 
mitocondri, strutture che sono alla base dell’intensa attività metabolica che li 
caratterizza, legata alla secrezione di proteine coinvolte nell’alterazione della 
fisiologia e del metabolismo dell’ospite (Schepers et al., 1998). I teratociti 
svolgono infatti un ruolo fondamentale nella regolazione dell’ospite in seguito 
alla parassitizzazione (de Buron e Beckage, 1997). Si ipotizza che i fattori 
secreti da queste cellule includano inibitori della risposta immunitaria, 
molecole fungicide, inibitori dell’ormone giovanile, proteasi, inibitori della 
fenolossidasi, molecole che sopprimono la produzione degli ecdisteroidi e 
fattori che, con diverse modalità, contribuiscono alla nutrizione del 
parassitoide (Bell et al., 2004). 
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Nelle larve di Heliothis virescens parassitizzate da Microplitis croceipes 
Cresson (Hymenoptera: Braconidae) i teratociti inibiscono l’accrescimento ed 
alterano lo sviluppo ed i  paramentri fisiologici ad esso associati (Dahlman et 
al., 2003). Inoltre, Zhang & Dahlman, (1989) hanno dimostrato che i teratociti 
provenienti da uova di Microplitis croceipes, iniettati in larve non 
parassitizzate di Heliothis virescens, sono in grado di mimare alcuni degli 
effetti fisiologici riscontrabili in larve parassitizzate, come ad esempio arresto 
dello sviluppo prepupale, morte larvale, soppressione dei livelli di ormone 
giovanile (JH) e ecdisone (Zhang et al., 1992), riduzione del livello proteico 
nell’emolinfa e delle proteine di riserva accumulate nei corpi grassi.  
I teratociti sono stati finora rinvenuti soltanto in pochi gruppi di Imenotteri 
parassitoidi, nell’ambito delle superfamiglie Ichneumonoidea, Platygastroidea 
e Calcidoidea (Pedata et al., 2003; Pennacchio e Strand, 2006). Per quanto 
riguarda la superfamiglia Ichneumonoidea sono stati identificati in sette delle 
35 sottofamiglie di Braconidi (Shaw e Huddleston, 1991) e in un solo membro 
degli Icneumonidi (Rouleux-Bonnin et al., 1999). 
 
I.3  Interazione Toxoneuron nigriceps – Heliothis virescens 
Toxoneuron nigriceps (Viereck) (Hymenoptera, Braconidae) è un 
endoparassitoide larvale della nottua del tabacco Heliothis virescens 
(Fabricius) (Lepidoptera, Noctuidae). Le larve di H.virescens parassitizzate da 
T. nigriceps presentano un normale sviluppo fino all’ultima età larvale ma, 
giunte a maturità, sono incapaci di incrisalidarsi. Questo indica che T. 
nigriceps è in grado di alterare l’equilibrio neuroendocrino del proprio ospite 
causandone l’arresto dello sviluppo, riconducibile ad significativo aumento del 
titolo di JH (Li et al., 2003) ed ad una considerevole riduzione dell’attività 
biosintetica delle PTG la cui struttura, tuttavia, rimane inalterata (Tanaka e 
Vinson, 1991). Le alterazioni osservate sono dovute all’azione combinata di 
fattori parassitari di origine materna ed embrionale. In particolare, le 
secrezioni materne e il bracovirus associato a T. nigriceps (TnBV) (Tanaka e 
Vinson, 1991; Pennacchio et al.,1997, Pennacchio et al.,1998b, Pennacchio et 
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al., 2001; Pennacchio e Strand 2006) interferiscono attivamente con la 
biosintesi dell’ecdisone (alterando la via di traduzione del segnale del PTTH 
attraverso la sottofosforilazione della proteina S6 e della β-tubulina), mentre i 
teratociti sono responsabili della conversione selettiva del 20E in ecdisteroidi 
polari non attivi, che si ritrovano accumulati nell’emolinfa dell’ospite 
(Pennacchio et al., 1994b; Pennacchio et al., 2001). Inoltre, è stato dimostrato 
che i teratociti rilasciano nell’emocele dell’ospite (Vinson et al., 1994; Cônsoli 
et al., 2005) proteine parassitismo-specifiche (PSPs), tre delle quali sono state 
recentemente parzialmente caratterizzate (Cônsoli et al., 2007). La PSP3 (56 
kDa) è una chitinasi che si ipotizza possa svolgere un doppio ruolo protettivo: 
(a) favorisce l’inibizione dei meccanismi di risposta immune evitando, allo 
stesso tempo, contaminazioni microbiche nell’emocele dell’ospite (b) aiuta la 
larva del parassitoide a fuoriuscire dal corpo dell’insetto ospite attuando una  
disgregazione della cuticola e degli altri tessuti (Cônsoli et al., 2007). La larva 
di T. nigriceps infatti non possiede mandibole potenti per cui si tratta di un 
meccanismo particolarmente importante per permettere alla stessa, una volta 
emersa, di consumare dall’esterno tutti i restanti tessuti dell’ospite e 
completare il suo sviluppo (Lewis &Vinson, 1968). PSP1 e PSP2 sono proteine 
ad alto peso molecolare (118 e 116 kDa) la cui presenza coincide con la prima 
muta della larva del parassiotide e con l’incremento del tenore proteico 
dell’emolinfa dell’ospite (Pennacchio et al., 1992; Pennacchio et al., 1993; 
Pennacchio et al 1994a; Pennacchio et al 1994b; Pennacchio e Strand, 2006). 
Si tratta per lo più di proteine che, negli ospiti sani, vengono immagazzinate 
come risorsa energetica nel tessuto adiposo del lepidottero, per essere rese 
disponibili durante l’ultima età larvale, al fine di fornire il supporto 
nutrizionale e il necessario apporto di aminoacidi aromatici necessari 
all’incrisalidamento ed alla metamorfosi (Pennacchio et al., 2001; Vinson et 
al., 2001). Appare chiaro che per incrementare l’idoneità nutrizionale 
dell’ospite, il parassitoide deve mobilitare le risorse immagazzinate e/o 
disabilitare quei processi metabolici dell’ospite particolarmente dispendiosi 
dal punto di vista energetico quali la metamorfosi, la riproduzione, o altri  
(Pennacchio e Strand, 2006). Ad esempio nelle larve di lepidottero l’intestino 
 15
occupa la maggior parte della cavità emocelica ed è una struttura complessa 
che svolge nell’insetto funzioni digestive e di assorbimento dei nutrienti, 
determinando, pertanto, il livello di sostanze nutritive presenti nella larva 
(Dow 1986). Di recente è stato caratterizzato il processo che consente la 
sostituzione del canale alimentare in larve di V età di H. virescens non 
parassitizzate, che è il risultato di una proliferazione cellulare rigenerativa 
(Tettamanti et al., 2007; Tettamanti et al., 2008) e che richiede un supporto 
metabolico considerevole in un periodo di tempo relativamente breve. La 
soppressione di tale processo, ottenuta mediante l’alterazione endocrina subita 
dalle larve parassitizzate, rappresenta un vantaggio nutrizionale per la 
progenie del parassitoide (Pennacchio e Strand 2006; Vinson et al. 2001).  
È stato di recente dimostrato (Tettamanti et al., 2008) che la parassitizzazione 
da parte di T. nigriceps causa nelle larve di ultima età di H. virescens la 
mancata proliferazione di cellule rigenerative e quindi la mancata sostituzione 
dell’intestino. Ciò avviene perché il processo è sotto controllo ormonale, 
infatti, l’eliminazione del vecchio epitelio e la formazione del nuovo è inibita 
dall’azione combinata di elevati livelli di JH (Li et al., 2003) e dall’assenza, o 
quasi, di 20E (Pennacchio et al., 2001; Pennacchio e Strand 2006), che 
promuove la differenziazione e la crescita delle cellule rigenerative (Lee e 
Baehrecke 2001; Lee et al., 2002; Parthasarathy e Palli 2007; Wu et al., 
2006). 
Nelle larve di Heliothis virescens parassitizzate da Toxoneuron nigriceps sono 
state infine riportate alterazioni nei livelli di altri neurormoni e 
neurotrasmettitori, potenzialmente in grado di influire sullo sviluppo. 
Alle alterazioni dello sviluppo si affiancano, nelle larve parassitizzate, pesanti 
alterazioni del sistema immunitario.  
Il sistema immunitario degli insetti è costituito da una componente cellulare e 
da una componente umorale. La componente umorale fa riferimento 
all’azione di molecole solubili circolanti nell’emolinfa, in particolare  peptidi 
antimicrobici, intermedi reattivi dell’ossigeno e dell’azoto ed il complesso di 
cascate enzimatiche che regolano la coagulazione e la melanizzazione 
dell’emolinfa stessa. Si tratta di molecole prodotte da diversi tessuti quali 
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corpi grassi, emociti, intestino medio ed epidermide (Schmidt et al., 2001).  La 
componente cellulare è rappresentata dagli emociti Questi sono distinti in 
varie classi, ciascuna caratterizzata da specifici aspetti morfologici e 
funzionali. Nei Lepidotteri si distinguono proemociti, plasmatociti, 
granulociti, cellule sferiche e enocitoidi. I granulociti sono in particolare 
responsabili dei processi di fagocitosi di patogeni di piccole dimensioni. Essi 
partecipano inoltre, assieme ai plasmatociti, ai processi di nodulazione ed 
incapsulamento attraverso i quali vengono neutralizzati, rispettivamente, 
aggregati di batterio metazoi parassiti (Strand, 2008). 
La suddivisione del sistema immunitario in umorale e cellulare è piuttosto 
arbitraria, in quanto alcune componenti umorali riescono a stimolare la 
funzione degli emociti e gli emociti sono, a loro volta, fonte di molecole 
coinvolte nella risposta umorale. La risposta umorale e quella cellulare si 
vengono, pertanto, a sovrapporre nel processo di riconoscimento del corpo 
estraneo introdotto e nella conseguente reazione di difesa (Lavine e Strand, 
2002). 
T. nigriceps è in grado eludere tale processo di riconoscimento attraverso 
meccanismi di difesa passiva o soppressione attiva del sistema immunitario 
dell’ospite. 
In generale, le strategie di difesa passiva adottate dai parassitoidi consistono 
nella deposizione o lo sviluppo in un tessuto dell’ospite inaccessibile agli 
emociti oppure nel ricoprire le uova con uno strato protettivo. In quest’ultimo 
caso si parla di “mimetismo molecolare” quando lo strato protettivo 
dell’uovo ha similarità antigenica con le componenti dell’ospite oppure di 
“immunocamuffamento” quando proteine specifiche mascherano strutture 
superficiali con potenziale funzione di elicitore della risposta immunitaria 
(Theopold et al., 2000). 
Lewis e Vinson (1986) hanno osservato che T. nigriceps è in grado di deporre 
le proprie uova in due specie di Heliothis. In H. zea le uova vengono 
incapsulate, mentre in H. virescens il parassitoide porta a compimento il suo 
sviluppo. Questo accade perché lo strato fibroso che ricopre esternamente le 
uova di Toxoneuron, costituito da proteine ovariche (Asgari et al, 1998; 
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Davies e Vinson,1986; Hayakawa e Yazaki 1997; Schmidt et al, 2001; Tanaka 
et al, 2002), viene riconosciuto dal sistema immunitario di H. zea, mentre 
rappresenta il primo meccanismo di difesa passiva in H. virescens, spesso 
accompagnato da una precoce e transitoria soppressione dell’attività della 
fenolossidasi (PO). Tale enzima rappresenta uno maggiori componeti del 
sistema immunitario umorale degli insetti ed è attivato, in seguito a cascata 
proteolitica, a patire da un precursore inattivo, profenolossidasi (PPO). La PO 
è coinvolta in tre processi fisiologici fondamentali:1) incapsulamento e 
melanizzazione; 2) sclerotizzazione della cuticola; 3) riparazione di tessuti 
danneggiati (Hartzer, et al., 2005) .  
L’attività della PO cade drasticamente già a 15 min dalla ovideposizione per 
poi riprendere gradualmente entro 4h. In realtà, probabilmente, è inibita sia la 
reazione di melanizzazione che la produzione di molecole segnale in grado di 
attivare la risposta immunitaria cellulare. Le fonti dei fattori di regolazione 
coinvolti nell’inattivazione della PO sono ancora sconosciute, ma poiché 
queste alterazioni avvengono entro pochi minuti dalla parassitizzazione, 
veleno e fluidi ovarici potrebbero svolgere un ruolo fondamentale (Ferrarese 
et al., 2005).  
Le larve parassitizzate mostrano anche una temporanea riduzione del numero 
di emociti circolanti, con un picco minimo registrato già a poche ore 
dall’ovideposizione, seguito da un lento ritorno a valori normali, raggiunti a 
distanza di 40h (Ferrarese et al., 2005). Durante questo intervallo gli emociti 
mostrano notevoli alterazioni strutturali e funzionali, in particolare distruzione 
dell’actina del citoscheletro e perdita di proprietà adesive, e spesso rivelano 
cambiamenti morfologici riconducibili a fenomeni di apoptosi (Ferrarese et 
al., 2005). Queste alterazioni sembrano essere selettivamente indotte nei 
granulociti, mentre i plasmatociti mostrano morfologia inalterata ma perdono 
qualsiasi capacità di incapsulare. Questo potrebbe essere conseguenza: (a) 
della degenerazione dei granulociti, necessari  per l’ancoraggio dei 
plasmatociti durante i processi di incapsulamento (Lavine and Strand, 2002), 
(b) di una profonda alterazione funzionale dei plasmatociti.  
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Tutto questo complesso di modifiche strutturali e funzionali degli emociti 
viene indotto da veleno e fluidi ovarici subito dopo l’ovideposizione e, dopo 
qualche ora, rafforzato dall’espressione dei geni del TnBV (Ferrarese et al., 
2005).  
 
I.4 Toxoneuron nigriceps Bracovirus (TnBV) 
Toxoneuron nigriceps Bracovirus è un tipico polyDNAvirus appartenente al 
genere bracovirus (BV). Si tratta dunque di un virus con genoma  segmentato, 
costituito da molecole circolari di DNA a doppia elica,  presenti in rapporto 
non equimolare (Xu e Stoltz, 1993; Cui e Webb, 1997). La caratterizzazione di 
queste molecole, effettuata nel nostro laboratorio, ha portato 
all’identificazione di 28 circoli di dimensioni comprese tra 4 e 13 kb (dati non 
pubblicati).  
In parallelo, la costruzione e l’analisi di genoteche di cDNA di diversi tessuti 
di larve parassitizzate ha portato all’isolamento di 12 cDNA corrispondenti ad 
altrettanti geni virali. 
 
I.4.1    Regione codificante 
I geni dei PDVs possono essere suddivisi, in funzione del loro pattern di 
espressione, in tre classi: (a) classe I, geni espressi solo nel parassitoide e 
presumibilmente coinvolti nella replicazione virale e nell’assemblaggio dei 
virioni (b) classe II, geni espressi solo nell’ospite e coinvolti nelle alterazioni 
fisiologiche derivanti dalla parassitizzazione (c) classe III, geni espressi sia 
nell’ospite che nel parassitoide (Theilmann e Summers, 1987, 1988; Stoltz, 
1993). Attualmente, in TnBV, i geni identificati e più ampiamente descritti 
appartengono alla classe II.  
Il primo gene di TnBV isolato, TnBV1, contiene un introne e codifica per una 
proteina putativa con massa molecolare stimata pari a ~15 kDa (Varricchio et 
al., 1999), ed una sequenza di 124 amminoacidi che non mostra alcuna 
omologia con proteine note. TnBV1 produce un trascritto di circa 0,5 kb che 
compare nelle larve parassitizzate 12h dopo l’ovideposizione e raggiunge un 
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picco massimo di espressione tra le 24-48h. Tale trascritto è presente nei corpi 
grassi, negli emociti e nelle ghiandole protoraciche. L’espressione transiente 
di questo gene in differenti tipi cellulari, specialmente negli emociti dove 
risulta particolarmente abbondante, indica un possibile coinvolgimento del 
TnBV1 nell’alterazioni della fisiologia dell’ospite, in particolare in processi di 
degenerazione apoptotica degli emociti derivanti in seguito a parassitizzazione 
(Varricchio et al., 1999, Lapointe et al., 2005). 
Il secondo gene caratterizzato (Falabella et al., 2003), denominato TnBV2, è 
costituito da due esoni ed un introne. Tale gene è presente in copie multiple 
nel genoma del virus e codifica per una proteina putativa di 153 a.a. con una 
massa molecolare stimata di 18 kDa. 
Il prodotto genico è rappresentato da un trascritto di ca. 0.6 kb  presente nelle 
larve parassitizzate già a 6h, con un picco massimo tra le 24-48h dall’avvenuta 
parassitizzazione. Il trascritto è espresso in diversi tessuti quali corpi grassi, 
emociti e regione del capo/torace. Dagli emociti è stato isolato un secondo 
trascritto di 2,5kb sia a 24h che a 48h dalla parassitizzazione, la cui origine è 
sconosciuta, ma si ipotizza possa derivare da geni che mostrano analogia con 
il TnBV2 ed espressi esclusivamente negli emociti. Dunque TnBV2, 
probabilmente, gioca un ruolo importante nelle prime fasi della 
parassitizzazione, andando ad interferire con diverse funzioni fisiologiche, in 
differenti tessuti della larva ospite. In particolare, la proteina putativa 
codificata da TnBV2 contiene tra gli a.a. 42 e 119 un dominio conservato di 
un’aspartil proteasi di tipo retrovirale (Pearl e Taylor, 1987). É interessante 
notare che una proteasi aspartica del virus dell’immunodeficienza umana di 
tipo 1 (HIV-1 PR), responsabile della maturazione delle proteine gag e gag-
pol, è richiesta per l’infettività dell’HIV-1. É stato infatti dimostrato che  HIV-
1 PR rompe i filamenti intermedi delle cellule infettate, distruggendo la 
struttura e le funzioni del citoscheletro (Shoeman et al., 1990) e inibisce i 
meccanismi di traduzione cap-dipendente attraverso taglio proteolitico del 
fattore di inizio eucariotico eIF4G (Ventoso et al., 2001). TnBV2 potrebbe 
agire funzionalmente come HIV-1 PR ed avere bersagli simili in differenti tipi 
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di cellule, compatibili con alterazioni funzionali precedentemente descritte 
(Pennacchio et al., 2001; Falabella et al., 2003). 
Un’importante famiglia genica identificata nel genoma di TnBV è quella delle 
proteine tirosino-fosfatasi (PTP) che risulta essere la più grande in quanto 
consta di 13 membri espressi in differenti tessuti dell’ospite. 
Il gran numero di geni che compone questa famiglia, il loro complesso profilo 
d’espressione ed il loro ruolo fondamentale, insieme all’attività delle tirosino-
chinasi, nella regolazione di pathway di trasduzione del segnale (Andersen et 
al., 2001) suggeriscono che queste proteine possono essere coinvolte 
nell’alterazione di differenti aspetti della fisiologia degli ospiti parassitizzati 
(Falabella et al., 2006).  
Sono stati isolati e caratterizzati i cDNA per il gene PTP5 e il gene PTP7, i 
quali contengono introni e codificano per proteine di 293 (PTP5) e 294 (PTP7) 
amminoacidi con una massa molecolare di 34,7 kDa.  
Saggi di northen blot su mRNA estratti da corpi grassi ed emociti dell’ospite 
mostrano la presenza di entrambi i trascritti (PTP5 e PTP7) in larve 
parassitizzate, già a 3h, con un picco massimo d’espressione tra le 24-48h 
dalla parassitizzazione. La PTP7, a differenza della PTP5, è espressa anche 
nelle PTGs a 24 ore dalla parassitizzazione (Falabella et al., 2007). Questo 
suggerisce che l’espressione delle PTP potrebbe essere tessuto e/o substrato 
specifica. Non è tuttavia da escludere che TnBV PTP5 possa essere presente 
nelle PTGs ma a tempi/livelli diversi da quelli fin ora analizzati (Falabella et 
al., 2007). 
Le PTP in realtà interagiscono con numerosi target nell’ospite, generando una 
serie complessa di sindromi patologiche. L’espressione delle PTP negli 
emociti di larve parassitizzate, soprattutto nella fase terminale dello sviluppo 
larvale del parassitoide, conferma il ruolo di tali geni nei meccanismi di 
inattivazione degli emociti. Questo, in combinazione con l’azione di  veleno, 
l’espressione del TnBV1 e di geni del TnBV per proteine  “I B-simili”, porta 
all’incremento di fenomeni apoptotici e di perdita di adesione osservati negli 
emociti in seguito a parassitizzazione (Ferrarese  et  al.,  2005) 
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Inoltre, la PTP7, a 24h dalla parassitizzazione, è presente nelle PTGs 
dell’ospite mostrando un importante ruolo nella defosforilazione  di proteine 
regolatrici della via di trasduzione del segnale dell’ormone protoracicotropico 
(PTTH), quali la β-tubulina e la proteina ribosomale S6, suggerendo 
un’intensa attività nella soppressione dell’ecdisteroidogenesi in larve di H. 
virescens parassitizzate da T. nigriceps (Falabella et al., 2006).  
Pertanto è possibile concludere che le PTP di TnBV, insieme con altri geni 
come TnBV1 (Varricchio et al., 1999) e TnBV2 (Falabella et al., 2003), 
concorrono, con modalità ancora non chiaramente definite, all’alterazione 
degli equilibri  neuroendocrini e di sviluppo che si osservano nell’ospite 
parassitizzato. 
Un’altra famiglia genica di TnBV include membri che codificano proteine “I
B-simili”, caratterizzate dalla presenza di domini ripetuti di anchirina (da qui 
la denominazione proteine “ank”) e mostranti significativa identità sequenza 
(approssimativamente il 50%) con membri della famiglia di proteine I B. 
Queste ultime sono importanti fattori di regolazione che, nei vertebrati e negli 
insetti,  agiscono come inibitori della via di trasduzione del segnale che porta 
all’attivazione di NF- B (Silverman e Maniatis, 2001). 
In Drosophila melanogaster, la proteina I B “Cactus” regola risposte cellulari 
multiple attivate mediante la traslocazione nel nucleo di fattori trascrizionali 
(proteine NF- B o Rel) in grado di modulare l’espressione di geni che, sotto il 
controllo di promotori B, controllano negli embrioni il patterning dorso-
ventrale (Bergmann et al., 1996) e la risposta antimicrobica (De Gregorio et 
al., 2001; Hoffmann, 2003). In larve di Heliothis parassitizzate, le proteine “I
B-simili” prodotte dal TnBV, in combinazione con  veleno, proteine del calice 
ovarico e altri prodotti virali, si legano irreversibilmente alle proteine 
immunoreattive NF- B/ Rel immobilizzandole nel citoplasma e inducendone 
la soppressione.  
Le larve  di H.virescens parassitizzate sono perciò incapaci di incapsulare 
corpi estranei, in quanto la distruzione del pathway dell’ NF- B ad opera del 
TnBV, probabilmente inibisce sia la risposta immunitaria umorale che 
cellulare.  
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Le proteine ank sono inoltre coinvolte nei fenomeni apoptotici in quanto 
inibiscono la sintesi di fattori anti-apoptotici (Ferrarese  et  al.,  2005) che 
complementano l’azione dei prodotti genici del TnBV1 (Lapointe et al., 2005).  
Nel genoma di TnBV sono state trovate tre sequenze codificanti per putative 
proteine “I B-simili” denominate TnBVank1–3. Da librerie di cDNA 
preparate a partire dall’mRNA estratto da emociti di larve di H. virescens 
parassitizzate sono stati isolati i cDNA di TnBVank1 e TnBVank3, ma non di 
TnBVank2. Ciò indica che, per quanto riguarda TnBV ank2, potrebbe trattarsi 
di  uno pseudogene o che il gene potrebbe essere potenzialmente espresso e 
funzionale in altri ospiti (Falabella et al., 2007).   TnBV ank 1  e ank3 
vengono espressi già a 3h nelle larve parassitizzate ma il loro livello di 
espressione tende a descrescere a 48h dalla parassitizzazione.  
 
I.4.2   Regione non codificante 
I genomi dei PDVs ad oggi sequenziati (Espagne et al., 2004; Webb et al., 
2006; Choi et al., 2005; Desjardins et al., 2008; Xu and Stoltz, 1993; Tanaka 
et al., 2007; Varricchio et al., unpublished data) presentano una larga 
preponderanza di regioni apparentemente prive di geni. Tale caratteristica, che 
non trova corrispondenza nei genomi di altri tipi di virus, potrebbe riflettere 
l’esistenza di sequenze non codificanti con ruolo regolativo.  
Nel nostro laboratorio è stato identificato un trascritto non codificante 
(ncRNA) prodotto dal TnBV. Il relativo gene è stato localizzato in un circolo 
del genoma del TnBV nel quale è stato individuato anche un membro della 
famiglia genica delle proteine “I B-simili”. Il ncRNA  ha sequenza antisenso 
rispetto alla sequenza della regione 5'UTR di un trascritto di H. virescens, 
chiamato 102, espresso negli emociti. Considerata la sua peculiare struttura, il 
ncRNA del TnBV potrebbe essere capace di silenziare il gene 102 dell’ospite, 
mediante degradazione del suo trascritto o blocco della traduzione. Evidenze 
sperimentali indicano che il gene 102 è implicato nella risposta immunitaria 
(Falabella et al., in stampa). Il ncRNA  del TnBV potrebbe quindi avere un 
ruolo importante nella soppressione del sistema immunitario  di H. virescens 
in seguito a parassitizzazione da parte di T. nigriceps. La scoperta di questo 
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ncRNA consente di ipotizzare che altre sequenze funzionalmente importanti 
possano celarsi nelle regioni non codificanti del genoma di questo virus e 
possano essere coinvolte nei processi di regolazione dell’ospite. 
  
I.5  RNA non codificanti 
Le analisi comparative fra genomi, rese possibili dai progetti di 
sequenziamento su larga scala condotti negli ultimi decenni, hanno smentito la 
vecchia concezione per la quale la complessità di un organismo è direttamente 
proporzionale al numero di geni codificanti per proteine che esso esprime. E’ 
attualmente evidente come organismi dotati di un’elevata complessità, quali 
uomo e topo, posseggano approssimativamente lo stesso numero di geni 
codificanti per proteine di un organismo decisamente meno complesso, come 
il nematode C. elegans. In molti casi, poi, i genomi degli organismi 
multicellulari contengono addirittura un numero inferiore di geni codificanti 
per proteine rispetto a semplici eucarioti unicellulari (Taft et al., 2007).   
Di fatto, la complessità di un organismo è strettamente correlata 
all’abbondanza di specie funzionali di RNA non codificanti da esso prodotte 
ed implicate in numerosissimi processi biologici.  
Per i mammiferi è riportato che solo il 2% del genoma dà origine a molecole 
di RNA messaggero mentre la stragrande maggioranza è trascritta in molecole 
di RNA non codificanti (Taft et al., 2007;  Birney et al., 2007; Core et al., 
2008;  Carninci et al., 2005-2006; Cheng et al., 2005;  Cloonan et al., 2008; 
Johnson et al., 2005 ; Kapranov et al., 2007 ; . Seila et al., 2008). Il “vecchio” 
concetto espresso dal cosiddetto “dogma centrale della biologia molecolare” 
che considerava l’RNA come un semplice intermediario tra DNA e proteine 
ha dunque lasciato spazio a discorsi più articolati. 
Numerose sono le specie che rientrano nella categoria dei ncRNAs, si passa 
infatti da  RNA altamente espressi come RNA transfer (tRNA) e RNA 
ribosomiali (rRNA), a specie di RNA con funzione regolativa quali small 
nucleolar RNA (snoRNAs), microRNA (miRNAs), small interfering RNA 
(siRNAs), piwi associated RNA (piRNAs) e long ncRNA (lnRNA). Una lista 
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completa di tutte le classi di ncRNA identificate nei mammiferi è riportata 
nella sottostante Tab 2 (Talf et al., 2010). 
 
Tab 2. Classi di ncRNAs indentificati nei mammiferi (Talf et al., 2010). 
 
 
I.5.1 microRNA   
I microRNA (miRNA) sono piccole molecole di RNA non codificante, di 
dimensioni comprese tra i 18 e i 30 nt, che costituiscono la maggiore classe di 
molecole responsabili della regolazione genica. Essi svolgono un ruolo 
fondamentale in numerosi processi biologici tra i quali sviluppo, apoptosi, 
immunità e longevità.  
I miRNA vengono generalmente trascritti a partire da sequenze localizzate in 
regioni intergeniche, tuttavia una consistente minoranza è stata individuata 
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negli introni di geni noti. Spesso sono riuniti in cluster genici, probabilmente 
trascritti come singole unità trascrizionali policistroniche (Kim, 2005). 
La trascrizione dei geni dei miRNA è mediata dalla RNA polimerasi II (pol 
II), tuttavia sono noti alcuni casi di trascrizione ad opera di RNA polimerasi 
III (Pfeffer et al., 2005; Winter et al., 2009). 
La trascrizione avviene nel nucleo e porta alla sintesi di un trascritto primario 
(pri-miRNA) che presenta una peculiare struttura a “stem-loop”. Tale 
trascritto, che può contenere una (trascritto monocistronico) o multiple 
(trascritto policistronico) strutture a stem loop, è processato nel nucleo per dar 
luogo alla formazione di un precursore (pre-miRNA) di circa 70 nt. 
L’enzima responsabile di tale processamento è la ribonucleasi Drosha che 
agisce insieme alla proteina DGCR8/Pasha in quel che viene definito 
complesso multiprocessore.  DGCR8/Pasha è essenziale affinché Drosha 
possa svolgere la sua funzione ed effettuare un taglio alle estremità 5’ e 3’ 
della struttura a stem-loop. Tale taglio avviene in maniera tale da  lasciare una 
sporgenza di 2 nt all’estremità 3’ del pre-miRNA (3’-overhangs), definendo 
una delle estremità mature del futuro miRNA. 
 
 
Fig 3.  Schematizzazione grafica della biogenesi dei microRNA. 
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Il pre-miRNA è poi trasportato nel citoplasma attraverso i pori nucleari, 
ovvero larghi canali proteici che attraversano la membrana nucleare (Lei e 
Silver, 2002). 
Specifici recettori individuano e guidano il pre-miRNA attraverso i pori 
nucleari mediante interazione con le nucleoporine, specifiche proteine che ne 
costituiscono la struttura (Kim, 2004). In particolare, è stato dimostrato che l’ 
Esportina 5 (Exp5), recettore appartenente alla famiglia dei nuclear transport 
receptors (NTRs), svolge un ruolo chiave nel mediare il passaggio nucleo-
citoplasmatico dei precursori dei miRNA (Kim, 2004). 
Una volta arrivato nel citoplasma il pre-miRNA subisce un secondo 
processamento.  L’enzima responsabile di questo secondo taglio è la RNasi III 
Dicer, che insieme al fattore TRBP (TAR RNA binding protein nei mammiferi 
e loquacious in Drosophila melanogaster), escinde la porzione terminale ad 
anello dal pre-miRNA, generando un RNA a doppio filamento di circa 22 nt 
(miRNA-miRNA*) che conserva l’estensione di 2 nt all’estremità 3’, prodotti 
dal taglio di Drosha. 
Uno solo dei due filamenti costituenti il dsRNA rappresenta il miRNA maturo. 
Questo viene rilasciato in seguito a denaturazione del complesso miRNA-
miRNA*, attraverso l’instaurarsi di complesse interazioni RNA-proteine e 
proteina-proteina e l’intervento di un’elicasi che srotola il dsRNA (Singh et 
al., 2008). 
In genere, il filamento che possiede all’estremità 5’ la minore stabilità 
termodinamica viene scelto come miRNA maturo (guide strand) mentre l’altro 
filamento viene degradato (passenger strand). Tuttavia, in alcuni casi, 
entrambe i filamenti possono essere accumulati in determinati tessuti ed essere 
sottoposti a selezione successiva (Ro et al., 2007). Ro et al. hanno inoltre 
dimostrato che entrambe i filamenti del dsRNA possono legarsi ed inibire 
l’espressione degli stessi genibersaglio.  
Il miRNA maturo viene incorporato nel complesso effettore, noto come 
miRPN (microRNA ribonucleoprotein), Mirgonauta o miRISC.  
Componenti fondamentali del complesso RISC sono le proteine Argonaute 
(AGO). Queste proteine appartengono ad una famiglia proteica altamente 
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conservata e sono coinvolte nella regolazione dello sviluppo. Diversi 
omologhi  sono stati identificati in numerosi organismi quali l’uomo (Sasaki et 
al., 2003), D. melanogaster (Carmell et al., 2002), C.elegans (Sigova et al., 
2004)  e lievito (Sigova et al., 2004; Verdel et al., 2004). Tutti gli omologhi 
sono caratterizzati dalla presenza di un dominio PAZ (Piwi ⁄ Argonaute ⁄ 
Zwille) che lega l’estremità 3’ del ssRNA, e un dominio PIWI (Lingel et al., 
2003; Yan et al., 2003).  
Il complesso miRNA-RISC espleta la sua funzione di inibizione 
dell’espressione del gene bersaglio attraverso ancoraggio alla regione 3’UTR 
del suo mRNA.  
Il meccanismo di regolazione messo in atto dai miRNA, dipende dalla 
complementarietà parziale o completa che essi possiedono con la sequenza 
bersaglio. Negli animali, la modalità di regolazione predominante comporta 
l’inibizione della traduzione e, qualche volta, conseguente degradazione del 
target (Bushati e Cohen, 2007; Lagos-Quintana et al., 2001).  
Inoltre, alcune proteine Ago, svolgono un’ attività RNasi H endonucleolitica. 
Quando queste proteine sono associate a miRNA, che possiedono una 
complementarietà perfetta con l’mRNA bersaglio, esse inducono la 
degradazione del target. Si tratta di una modalità di regolazione predominante 
in piante e virus e molto rara negli animali (Asgari e Sullivan, in: Insect 
Virology, 2010).  
 
I.6 miRNA e virus  
I miRNA svolgono un ruolo importante nella regolazione di geni coinvolti in 
diversi processi fondamentali nello sviluppo, differenziazione, controllo della 
crescita cellulare e risposta immunitaria. 
Non stupisce quindi che virus, organismi che normalmente utilizzano 
componenti cellulari dell’ospite per portare a compimento il loro ciclo vitale, 
possano codificare miRNA. Studi estensivi su numerose famiglie di virus 
hanno evidenziato l’espressione di miRNA ad opera virus con genoma a DNA. 
In particolare, la maggior parte dei miRNA sono stati identificati in virus 
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appartenenti alle famiglie Herpesviridae, Polyomaviridae, Retroviridae. 
Analisi computazionali recenti hanno però mostrato la presenza di possibili 
miRNA in Adenovirus e Poxvirus (Pfeffer et al., 2005). 
Dal punto di vista funzionale ed evolutivo, i miRNA rappresentano per i virus 
un elemento di regolazione fondamentale dei propri geni ma anche dei geni 
dell’ospite (Cullen, 2009).  Rispetto ai geni codificanti per proteine, i geni per 
i miRNA sono di piccole dimensioni ed occupano uno spazio limitato nel 
genoma virale, che in genere è di dimensioni ridotte. In aggiunta, le piccole 
dimensioni potrebbero facilitare un rapido adattamento di questi ncRNA a 
nuovi bersagli, attraverso piccole modifiche a livello della loro composizione 
nucleotidica. Infatti, un miRNA può avere diversi bersagli e inibire 
l’espressione di differenti geni contemporaneamente. Queste caratteristiche 
rendono i miRNA candidati ideali per il controllo delle interazioni ospite-
patogeno.
Gli Herpeviridae, sono una larga famiglia di virus a DNA caratterizzati da un 
ciclo biologico in cui si distinguono due fasi: una fase di infezione criptica o 
latente ed una fase replicativa o litica.  I primi miRNA di origine virale 
studiati sono stati quelli appartenenti all’ EBV, un herpesvirus dell’uomo. Si 
tratta di miRNA che deriva da raggruppamenti genici presenti nella regione 
intronica del gene BART (BamHI-A region rightword transcript) ed espressi 
durante la fase di infezione latente  (Salmon et al., 2005; Umbach et al., 
2008). In particolare, i miRNA sono in grado di inibire la replicazione virale 
facilitando l’istaurarsi e il mantenimento della fase di infezione latente del 
virus (Barth et al., 2008). Similmente, il miRNA HvAV-miR-1, espresso 
dall’ascovirus HvAV-3e di H.virescens, è in grado di regolare la replicazione 
virale attraverso un controllo a livello genico della DNA polimerasi (Hussain 
et al., 2008) e di manipolare la risposta immunitaria dell’ospite durante questa 
fase (Cullen, 2009). 
Inoltre, negli herpevirus HSV-1 e HSV-2, è stato dimostrato che i miRNA 
hanno come target principale diversi geni implicati nella riattivazione del ciclo 
replicativo del virus, ma anche fattori trascrizonali importanti per l’espressione 
di molti geni virali durante l’infezione litica (Tang et al., 2008; Umbach et al., 
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2008), tra cui trascritti associati a fenomeni apoptici nell’ospite (Gupta el al. 
2006) .  
Recentemente, Singh et al. (2010) hanno identificato e caratterizzato quattro 
miRNA da uno specifico baculovirus di B.mori, B.mori nucleopoliedrovirus 
(BmNPV). BmNPV è un patogeno naturale di B.mori che infligge un alto tasso 
di mortalità nei bachi con conseguente danno economico per la 
l'industria della seta. Il virus mostra una localizzazione bifasica intracellulare 
durante l’infezione. Inizialmente si moltiplica nel nucleo e in uno stadio più 
avanzato si localizza nel citoplasma (Singh et al., 2010).   
Due geni target, bro-I e bro-III, sono stati individuati rispettivamente per 
bmnpv-miR-1 and bmnpv-miR-3. Si tratta di geni noti per essere coinvolti nei 
processi implicati nel passaggio nucleo-citoplasma dei virioni (Kang et al., 
2006).  Altri geni target candidati sono la fusolina, nota per la sua capacità di 
incrementare fortemente l’infettività via orale di diversi virus in insetti, e lef-8 
che, insieme ad altri fattori, costituisce una componente fondamentale della 
RNA polimerasi (Acharya e Gopinathan, 2002). 
Tali esempi di adattamenti a simili meccanismi di regolazione della 
replicazione e dei processi coinvolti nell’alterazione della risposta immunitaria 
dell’ospite suggeriscono che i miRNA virali sono fattori con funzione 
determinante nel ciclo vitale dei virus.   
Allo stesso tempo, gli organismi ospiti hanno però sviluppato diversi 
meccanismi per combattere le infezioni virali. Un meccanismo individuato, 
prima in pianta e poi negli invertebrati, è proprio quello del silenziamento 
genico o RNA silencing ad opera di ncRNA, tra cui miRNA (Ding e Voinnet., 
2007). Studi condotti in Drosophila melanogaster hanno infatti dimostrato che 
tale meccanismo è messo in atto per generare piccoli ncRNAs, che incorporati 
nel complesso RISC, portano alla degradazione del genoma virale (Zambon et 
al.,2006). I ncRNA, quindi, rappresentano uno strumento di difesa contro 
l’infezione virale, in associazione con l’attivazione dei pathway metabolici 
Toll e IMD, principali responsabili della produzione di peptidi antimicrobici in 
Drosophila (De Gregorio et al., 2002). 
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Inoltre, analisi microarray condotte su miRNA da linee cellulari di fat body di 
H.zea (Hz-miRs), dimostrano un’espressione differenziale di miRNA cellulari 
in risposta ad infezione di  HvAV-3e (Hussain e Asgari, 2010).  
Attualmente, l’unico caso di studio riguardante la sintesi di ncRNAs in 
un’associazione ospite-parassitoiode, è quello di Limantria dispar-
Glyptapanteles flavicoxis. Il profilo dei miRNA cellulari differenzialmente 
espressi in emociti di larve, a 24h dalla parassitizzazione, ha portato 
all’identificazione di 27 miRNA. Analisi successive, riguardati emolinfa, corpi 
grassi, cerebro e intestino medio, hanno evidenziato un incremento dei profili 
d’espressione di miRNA come conseguenza diretta della parassitizzazione 
(Gundersen-Rindal e Pedroni, 2010). 
 
I.7 Scopo del lavori di tesi 
Le interazioni tra patogeni-parassitoidi /insetti ospiti sono oggetto di numerosi  
studi mirati ad individuare nuovi approcci per incrementare l’efficienza di 
agenti di contenimento biologico. Lo scopo è quello di progettare nuove 
strategie di controllo degli insetti dannosi attraverso la 
conoscenza/manipolazione delle complesse interazioni fisiologiche che essi 
instaurano con altri organismi. 
In particolare, suscitano un notevole interesse i processi di risposta immune 
messi in atto dagli insetti ospiti contro all’attacco di patogeni/parassiti, nonché 
le sottili e mirate alterazioni attuate dagli organismi invasori per eludere tali 
risposte. Analisi filo genomiche, condotte sul sistema immunitario di svariati 
insetti, hanno rivelato la presenza di elementi altamente conservati (molti geni 
coinvolti nella ricognizione e trasduzione del segnale) ma anche di numerose 
categorie di geni funzionali in rapida evoluzione (geni effettori). Tuttavia, in 
molti casi, il coinvolgimento di ncRNA nei fenomeni associati alla risposta 
immunitaria non è stato ancora sperimentalmente provato.   
Le interazioni tra insetti ospiti e patogeni, inclusi virus, rappresentano perciò 
una interessante fonte di dati per lo studio di queste molecole, apparentemente 
coinvolte in numerosi processi biologici. 
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Nulla o molto poco è noto in merito a ncRNA potenzialmente espressi da 
PDV. I PDV rappresentano una considerevole fonte di geni codificanti per 
fattori di virulenza implicati nella regolazione dell’ospite. Lo studio di tali 
fattori e delle complesse interazioni fisiologiche e metaboliche che si 
instaurano nel sistemi ospite-parassitoide potrebbe quindi fornire nuove 
informazioni in merito a possibili ruoli svolti da miRNA.  
Scopo del seguente lavoro di tesi è quindi l’identificazione di possibili 
molecole di ncRNA coinvolte nell’alterazione risposta immunitaria nel 
sistema Heliothis virescens-Toxoneuron nigriceps.  
Progetti di sequenziamento, eseguiti in diversi laboratori, hanno rivelato 
caratteristiche strutturali peculiari nei genomi di PDV, riconducibili ad 
organismi eucarioti piuttosto che a virus.  In particolare, è emersa come tratto 
comune, una notevole preponderanza di  ampie regioni non codificanti (circa il 
70% o più dei genomi PDV). Questo suggerisce la possibile esistenza di 
strategie di regolazione dell’ospite basate sulla produzione di molecole 
ncRNA virale, in grado di modulare l'espressione genica e indurre  
soppressione del sistema immunitario. 
Per approfondire tale ipotesi, nel caso di TnBV, è stata preparata una libreria 
specializzata di cDNA, rappresentativa della frazione di piccoli RNA presenti 



















II. MATERIALI E METODI 
 
II.1 Allevamento degli insetti 
Gli insetti utilizzati nel seguente lavoro sono stati ottenuti dall’allevamento 
permanente di Heliothis virescens - Toxoneuron nigriceps presso il 
Dipartimento di Entomologia e Zoologia Agraria “Filippo Silvestri”, Facoltà 
di Agraria, Portici, Napoli. 
Le larve neosgusciate di H.virescens sono state isolate e allevate 
singolarmente in barattolini contenenti dieta artificiale, in accordo con 
Pennacchio et al. (1998b). I differenti stadi larvali del lepidottero sono stati 
identificati in funzione delle caratteristiche morfologiche descritte da Webb e 
Dahlman (1985) e sincronizzate, per gli esperimenti da svolgere, come 
riportato in letteratura (Pennacchio et al., 1992).  
Le larve sono state mantenute in regime termo-igrometrico controllato, in 
camera climatica a 29±1°C, umidità relativa pari al 70±5% e regime 
fotoperiodico di 16 ore luce/ 16 ore buio.  
Gli adulti di T. nigriceps sono stati alimentati con una soluzione al 20% w/h e 
mantenuti in provette singole a 18±1°C, umidità relativa pari al 70±5% e 
fotoperiodo di 16 ore luce/ 16 ore buio. Le femmine appena sfarfallate sono 
state lasciate in accoppiamento per 24 h ed utilizzate per parassitizzare larve di 
H. virescens allo stadio di IV età primo giorno.  Le larve parassitizzate sono 
state poi mantenute in camera climatica (T 25±1°C, HR 70±5%, 16L:16D)  










II.2 Analisi bioinformatica per la predizione dei geni 
putativi presenti nel genoma del TnBV 
La predizione dei geni putativi presenti nel genoma del TnBV è avvenuta 
mediante l’ausilio di diversi tool bioinformatica: GENE 
SCAN(http://genes.mit.edu/GENSCAN.html); FGENESV (http://linux1. 
softberry.com/berry.phtml?topic=index&group=programs&subgroup=gfindv)  
progettato principalmente per la ricerca di geni in genomi virali;  FGENESH 
(http://linux1.softberry.com/berry.phtml?topic=index&group=programs&subg
roup=gfind) progettato per la ricerca di geni nei genomi virali e per la 
predizione di geni nei genomi di organismi Eucarioti. Esoni ed ORF predetti 
sono stati poi sottoposti ad analisi BLAST 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 
 
II.3 Estrazione dell’ RNA totale da emociti di larve di 
H.virescens parassitizzate. 
L’RNA totale è stato estratto da emociti di 10 larve di H. virescens (V età 
primo giorno) a 12 ore dalla parassitizzazione con femmine feconde di T. 
nigriceps.  
Le larve utilizzate per l’estrazione sono state alimentate con dieta artificiale e 
mantenute in condizioni standard di temperatura, umidità, fotoperiodo (T 
29±1°C, UR 70±5%, 16L:16D). 
Per la raccolta dell’emolinfa, le larve sono state anestetizzate previa 
immersione in acqua per qualche minuto, sterilizzazione in etanolo 70% e 
risciacquo in acqua dd.  Dopo essere state asciugate, sono state posizionate su 
parafilm con il ventre rivolto verso l’alto ed incise a livello del terzo paio di 
zampe toraciche, con delle forbicine opportunamente sterilizzate in etanolo 
70%. 
Una leggera pressione sull’addome ha permesso la fuoriuscita dell’emolinfa, 
opportunamente prelevata (30µl di emolinfa/ larva) e raccolta in una 
eppendorf contenente 1ml di PBS 1X freddo, mantenuto in ghiaccio. 
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L’emolinfa è stata immediatamente centrifugata per 10 min a 300g, 4°C, 
permettendo così agli emociti di pellettare. Il sovranatante, costituito 
prevalentemente da plasma, è stato eliminato ed al pellet di emociti sono stati 
aggiunti 400µl di TRI-Reagent (Sigma-Aldrich). Il quantitativo di reagente da 
utilizzare è stato calcolato rispettando la proporzione seconda la quale 1ml di 
TRI-Reagent è sufficiente per lisare 5-10.106 cellule animali, vegetali e lievito, 
o 107 cellule batteriche.  
La rispospensione del pellett è avvenuta pipettando ripetutamente il TRI-
reagent e agitando su vortex il campione, garantendo così la sua completa 
omogeneizzazione.  
Il campione omogeneizzato è stato centrifugato a 12000g, per 10 min a 4°C 
per rimuovere eventuale materiale insolubile (membrane extracellulari, 
polisaccaridi o DNA ad alto peso molecolare). Il sovranatante, privo di 
impurità,  è stato trasferito in una nuova eppendorf e lasciato 5 min a RT. In 
seguito, sono stati aggiunti 80µl di cloroformio (200 µl per ogni ml di TRI-
Reagent utilizzato). La mix TRI-reagent/cloroformio è stata agitata su vortex 
per 15 sec, lasciata 15 min a RT e centrifugata a 12000g, per 15 min a 4°C. Il 
campione è risultato quindi suddiviso in tre fasi: una fase organica sottostante 
(contenente proteine), un’interface (contenente DNA) e una fase acquosa 
sovrastante (contenente RNA). La fase acquosa è stata trasferita in una nuova 
eppendorf, contenente 200 µl di isopropanolo freddo (0.5 ml per ogni ml di 
TRI-Reagent usato), e agitata su vortex. Il campione è stato poi lasciato per 10 
min a RT e successivamente centrifugato a 12000g, per 10 min a 4°C. L’RNA, 
precipitato a formare un pellet, è stato lavato con 1ml di EtOH 75%,  asciugato 
all’aria e in seguito risospeso 40 µl di H2O DEPC.  
Successivamente, l’RNA estratto è stato letto allo spettofotometro per la 
quantizzazione e caricato su gel di agarosio all’1% per valutarne la qualità. Un 
RNA di alta qualità mostra una banda del rRNA 28S (a 4.5kb) di un’intensità 
doppia rispetto alla banda dell’ rRNA 18S (a 1.8kb). Negli insetti (ordine 
Diptera e Lepidoptera) un’ampia frazione degli rRNA è rappresentata dall’ 
rRNA 26S il quale, in seguito a trattamento con il calore o inizio di 
degradazione,  spesso si dissocia in sottoprodotti 18S. L’RNA estratto da 
 35
H.virescens su gel è risultato quindi in due bande (26S e 18S) all’incirca della 
stessa intensità (Shine and Dalgarno, 1973).  In seguito, l’RNA è stato 
frazionato in aliquote da 10µg, conservate a –80°C in precipitazione con Sodio 
Acetato 0.3M e  3 volumi di EtOH 100%. 
 
II.4 Preparazione di una libreria di piccoli RNA a partire 
da RNA estratto da emociti di larve parassitizzate. 
La libreria è stata preparata secondo il protocollo di estrazione dell’Illumina 
che permette la purificazione, a partire da RNA totale, di cDNA 
rappresentativi della frazione di RNA a basso peso molecolare.  
I piccoli RNA sono stati selezionati sulla base della loro lunghezza (18-30 
nucleotidi) e recuperati da gel denaturante tramite taglio di una banda 
corrispondente alla lunghezza nucleotidica di interesse.  
La libreria è stata preparata a partire da un’aliquota di 10µg di RNA totale 
estratto da emociti di larve di H. virescens a 12 ore dalla parassitizzazione. 
L’RNA,  prelevato direttamente dal -80°C, è stato centrifugato a 12000g, per 
15 min a 4°C. Il pellet ottenuto è stato lavato con 1ml di EtOH 75% freddo, 
centrifugato (12000g, 10 min, 4°C), asciugato e risospeso, in ghiaccio, in 10µl 
di acqua extra pura (da kit dell’Illumina). 
Tutto il materiale necessario per l’assemblaggio del gel e per la corsa 
elettroforetica è stato lavato con una soluzione di SDS 1%-NaOH 1M, mentre 
tutte le soluzioni impiegate sono state preparate utilizzando H2O DEPC. 
Il gel è stato ottenuto per polimerizzazione di una soluzione di TBE 1X, Urea 
8M e acrilamide 15%. In seguito a polimerizzazione del gel, è stata avviata 
una precorsa di 30 min in TBE 1X, 200V. 
Prima di essere caricati, i campioni sono stati denaturati a 65°C per 5 min e  
messi in ghiaccio per qualche minuto per bloccare i processi di rinaturazione 
dell’RNA. Successivamente stato è stata avviata una corsa di 1h a 200V. Oltre 
al campione di RNA, sul gel sono stati caricati tre marcatori di peso 
molecolare, SRA ladder 20-100 basi (Fig 5), UDP 31b e GFP 20b, per 
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permettere di delimitare l’intervallo di peso molecolare entro cui recuperare la 
banda di gel contente gli RNA a basso peso.  
Una volta rimosso dall’apparato per la corsa elettroforetica, il gel è stato 
lasciato in agitazione in una soluzione TBE1x/Bromuro di Etidio per 2 min. 
Con l’ausilio di uno scalpel, è stata tagliata una banda di gel in un intervallo di 
peso compreso tra 18-30bp. 
 
                                                                Fig 5. SRA ladder 
 
La slide di gel recuperata è stata frammentata attraverso il passaggio in 
un’eppendorf 0.5ml, precedentemente forata con un ago arroventato, poggiata 
in un tubo da 2ml come mostrato nelle Fig 6. 
 
 
   Fig 6. Eppendorf da 0.5 ml forata con ago arroventato e poggiata in un tubo da 2ml 
                 
Le due eppendorf, così sistemate, sono state centrifugate per 2 min a 14000 
rpm. Ai frammenti di gel ottenuti sono stati aggiunti 300 µl di una soluzione 
0.3M NaCl (da kit dell’Illumina). Il campione è stato lasciato su dispositivo 
rotante, a RT per 4h, per permettere la completa eluizione dell’RNA. 
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Successivamente, frammenti di gel e soluzione di eluizione sono stati trasferiti 
su di un filtro di cellulosa (Spin X cellulose acetate filter) e centrifugati per 2 
min a 14000 rpm.  
All’eluato è stato aggiunto 1 µl di glicogeno e 750 µl di EtOH 100% a RT. Il 
tutto è stato incubato a -80°C per 30 min e successivamente centrifugato a 
14000 rpm per 25 min a 4°C. 
Dopo aver eliminato il sovranatante, il pellett è stato poi lavato con 750 µl di 
EtOH 75% a RT, asciugato, risospeso in 5.7 µl di acqua extrapura (da kit 
Illumina) e lasciato in ghiaccio per 5 min. 
Al campione, trasferito un una eppenford da 0.5ml, sono stati poi aggiunti 1,3 
µl di 5’adapter (da kit), 1µl 10x T4 RNA ligasi buffer (da kit), 1µl RNase 
OUT(da kit)  e 1µl T4 RNA ligasi (da kit). Il tutto è stato poi incubato a 20°C 
per 6h e lasciato O/N a 4°C. 
La reazione di ligasi è stata fermata mediante l’aggiunta di 10 µl di SRA gel 
loading dye (da kit) e l’RNA, a cui è stato aggiunto un adapter all’estremità 5’, 
è stato caricato su un gel TBE 1X, Urea 8M e acrilamide 15% (lasciato 
precorrere per 30 min, come descritto in precedenza). 
Tutti i campioni da caricare (RNA e i tre marcatori molecolari descritti in 
precedenza) sono stati preriscaldati a 65°C per 5 min e successivamente messi 
in ghiaccio per qualche minuto. Il gel è stato caricato e lasciato correre per 1h 
a 200V. 
Successivamente il gel è stato rimosso dall’apparato per la corsa elettroforetica 
e lasciato in agitazione in una soluzione TBE/Bromuro di etidio per 2 min. 
Con l’ausilio si uno scalpel è stata tagliata una banda di gel in un intervallo di 
peso compreso tra 40-60 nucleotidi.  
Il gel recuperato è stato frammentato ed eluito con 300 µl di una soluzione 
0.3M NaCl (da kit dell’Illumina) per 4h su dispositivo ruotante, a RT. 
Soluzione di eluizione e frammenti di gel sono stati poi trasferiti su di un filtro 
di cellulosa (Spin X cellulose acetate filter) e centrifugati per 2 min a 
14000rpm. All’eluato è stato aggiunto 1 µl di glicogeno e 750 µl di EtOH 
100% a RT. Il tutto è stato incubato a -80°C per 30 min e successivamente 
centrifugato a 14000rpm per 25 min a 4°C. Dopo aver eliminato il 
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sovranatante, il pellett è stato poi lavato con 750 µl di EtOH 75% a RT, 
asciugato, risospeso in 6.4 µl di acqua extrapura (da kit Illumina) e lasciato in 
ghiaccio per 5 min.  
Al campione, trasferito un una eppenford da 0.5ml, sono stati poi aggiunti 0.6 
µl di 3’adapter al (da kit), 1µl 10x T4 RNA ligasi buffer (da kit), 1µl RNase 
OUT(da kit)  e 1µl T4 RNA ligasi (da kit). Il tutto è stato poi incubato a 20°C 
per 6h e lasciato O/N a 4°C.  
La reazione di ligasi è stata fermata mediante l’aggiunta di 10 µl di SRA gel 
loading dye (da kit) e l’RNA, ora dotato di un adapter al 5’ ed uno al 3’, è 
stato caricato su un gel TBE 1X, Urea 8M e acrilamide 10% (lasciato 
precorrere per 30 min, come descritto in precedenza). 
I campioni a caricare (RNA e i tre marcatori molecolari descritti in 
precedenza) sono stati preriscaldati a 65°C per 5 min e successivamente messi 
in ghiaccio per qualche minuto. Il gel è stato lasciato correre per 1h a 200V. 
Successivamente il gel è stato rimosso dall’apparato per la corsa elettroforetica 
e lasciato in agitazione in una soluzione TBE/Bromuro di etidio per 2 min.  
Con l’aiuto si uno scalpel è stata tagliata una banda di gel in un intervallo di 
peso compreso tra 70-90 nucleotidi. Il gel recuperato è stato frammentato e 
eluito con 300 µl di una soluzione 0.3M NaCl (da kit dell’Illumina) per 4h su 
dispositivo ruotante, a RT. Soluzione di eluizione e  frammenti di gel sono 
stati poi trasferiti su di un filtro di cellulosa (Spin X cellulose acetate filter) e 
centrifugati per 2 min a 14000rpm. All’eluato è stato aggiunto 1 µl di 
glicogeno e 750 µl di EtOH 100% a RT. Il tutto è stato incubato a -80°C per 
30 min e successivamente centrifugato a 14000rpm per 25 min a 4°C. Dopo 
aver eliminato il sovranatante, il pellett è stato poi lavato con 750 µl di EtOH 
75% a RT, asciugato, risospeso in 4.5 µl di acqua extrapura (da kit Illumina) e 
0.5 µl di RT primer. Il campione (5µl) è stato preriscaldato a 65°C per 10 min 
e in seguito lasciato in ghiaccio.  
Successivamente, sono stati aggiunti 4µl di una mix composta da: 2µl first 
strand buffer, 0.5µl 12.5mM dNTP mix (0.5µl acqua extra pura + 0.5µl 25mM 
dNTP mix), 1µl 100mM DTT e 0.5µl RNase OUT, per un volume totale di 
9µl. La mix così ottenuta è stata preriscaldata a 48°C per 3 min ed è stato 
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aggiunto 1µl di SuperScript II Reverse Transcriptase (volume totale 10µl). La 
reazione di reverse trascrittasi è stata incubata a 44°C per 1h. 
10µl della reazione di RT sono stati poi mixati con 40µl di una PCR master 
mix composta da: 28µl di acqua extra pura, 10µl di 5x Phusion HF buffer, 
0.5µl di primer GX1, 0.5µl di primer GX2, 0.5µl di 25mM dNTP mix, 0.5µl 
Phusion DNA Polymerase. L’amplificazione è stata poi avviata secondo il 
seguente protocollo : 
a. 30 sec a 98°C 
b. 15 cicli di: 
10 sec a 98°C 
30 sec a 60°C 
15 sec a 72°C 
c. 10 min a 72°C 
d. 4°C for ever. 
Il prodotto della PCR (50µl), a cui sono stati poi aggiunti 10µl di 6x DNA 
loading dye (Ficol Type 400 18%, TBE 10X, BBF 0,12%, XC 0,12%), è stato 
caricato su gel di acrilamide al 6% non denaturante.  In questo caso su gel è 
stato caricato un marker di peso molecolare, con un range in peso di 25- 











Fig 7. 25 bp ladder 
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La slide di gel è stata messa frammentata come descritto in precedenza e  
centrifugata per 2 min a 14000rpm a 4°C. I frammenti di gel così ottenuti sono 
stati poi eluiti con 100 µl di 1x gel elution buffer (da kit) e lasciati in 
agitazione, su dispositivo rotante, per 2 h a RT. L’eluato e i frammenti di gel 
sono stati poi trasferiti su di un filtro (Spin X filter) e centrifugati per 2 min a 
14000 rpm a 4°C. All’eluato così raccolto sono stati aggiunti 1µl di glicogeno, 
10µl di 3M sodio acetato e 325µl di EtOH 100% raffreddato a -20°C. Il tutto è 
stato immediatamente centrifugato a 14000 rpm per 20 min a 4°C. Il 
sovranatante è stato eliminato ed il pellet lavato con 500µl di EtOH 70% a RT, 
asciugato e risospeso in 10µl di resuspension buffer (da kit). La libreria di 
cDNA così ottenuta e stata  poi conservata a -80°C. 
 
II.5 Controllo qualitativo della libreria di cDNA da emociti 
di larve parassitizzate. 
 
II.5.1 Clonaggio in pCR4Blunt-TOPO vector 
Per valutare qualitativamente la libreria rappresentativa della frazione di 
piccoli RNA derivanti emociti di larve di H. virescens a 12 dalla 
parassitizzazione, una piccola quantità di cDNA è stato clonato nel vettore 
pCR4Blunt-TOPO. Tale vettore è stato scelto in quanto caratterizzato da alta 
efficienza nella strategia di clonaggio per diretta inserzione nel plasmide di 
prodotti caratterizzati da estremità blunt,  come i putativi piccoli ncRNA 
presenti nella libreria.  
La reazione di clonaggio è stata assemblata mixando gentilmente 3µl di acqua 
sterile, 1µl di cDNA, 1µl di soluzione salina e 1µl di vettore. La mix è stata 
incubata per 20 min a RT e per almeno 1 min in ghiaccio. 
La trasformazione è avvenuta aggiungendo ad un tubo (50µl) di cellule 
competenti, One Shot®TOP 10 Chemically Competent E. coli, 2µl della 
reazione di clonaggio. Le cellule, in fase di trasformazione, sono state incubate 
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in ghiaccio per 30 min ed in seguito sottoposte ad heat-shock per 30 sec a 
42°C, con successiva rapida immissione in ghiaccio per qualche minuto.  
Alle cellule competenti, così trasformate, sono stati aggiunti 250µl di S.O.C. 
medium equilibrato a RT. Il tutto è stato lasciato in agitazione a 200rpm per 
1h a 37°C. 
Successivamente, le cellule sono state distribuite in concentrazioni diverse su 
piastre LB-agar 1,5% + ampicillina (50µg/ml), preriscaldate a 37°C). 
Le colonie, ottenute in seguito a incubazione delle piastre O/N a 37°C, sono 
state inoculate in 5ml LB + ampicillina (100µg/ml) e lasciate in agitazione 
O/N a 37°C. 
Le colture batteriche così cresciute sono state sottoposte a lisi alcalina 
mediante SDS per permettere la raccolta del DNA plasmidico (da 
MANIATIS, Molecular Cloning: A Laboratory Manual).  
Il DNA plasmidico è stato trattato con una mix di RNasiT1/RNasiA per 
eliminare eventuali tracce di RNA contaminante e purificato mediante 
soluzione PEG (glicol polietilene). Tale purificazione ha permesso, grazie 
all’alta concentrazione salina della soluzione impiegata, di precipitare 
selettivamente il DNA plasmidico di elevato peso molecolare e di lasciare nel 
sovranatante piccoli frammenti contaminanti di DNA ed RNA eventualmente 
non eliminato tramite RNasi.  
Una piccola quantità del DNA plasmidico, per ogni singola preparazione, è 
stata digerita con l’enzima EcoR1, i cui siti di taglio sono situati a monte e a 
valle del punto di inserzione dei frammenti clonati.  
I campioni digeriti sono stati poi analizzati mediante corsa elettroforetica per 
accertare la presenza delle bande di dimensione attese: plasmide (3956pb) e 
inserto (adapter al 5’+ putativo piccolo ncRNA + adapter al 3’ = 90pb).  
I cloni che hanno dato esito positivo sono stati sequenziati, presso la Primm 
Biotech, utilizzando i primer “T3 priming site” e “M13 forward priming site”, 








II.5.2 Real time PCR: quantificazione assoluta  
La quantificazione dei putative piccoli ncRNA presenti nella libreria di cDNA 
da emociti di larve parassitizzate è stata eseguita mediante Real-Time qPCR 
con il sistema “Applied Biosystems 7900HT quantitative PCR”. Per rilevare i 
prodotti di PCR è stato utilizzato il SYBR-Green, agente intercalante e 
fluorescente dei dsDNA. 
A partire da 0,5µl cDNA della libreria, sono state preparate 4 diluizioni 
(1:2.000, 1:20.000, 1:200.000, 1:2.000.000) ognuna analizzata in duplice 
copia. La reazione è stata assemblata seguendo il protocollo standard 
dell’Applied Biosystem's 7900HT Sequence, aggiungendo 1µl di templato, a 
24µl di una mix composta da 2x SYBR green PCR, 400 nM dei primer GX1 
(5’-CAAGCAGAAGACGGCATACGA-3’) e GX3 (5’GACCACCGACAGG 
TTCAGAGTT-3’) ed acqua dd fino ad un volume totale di 25 µl. 
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Il profilo termico delle reazioni è stato: un ciclo a 95°C per 10 minuti seguito 
da 40 cicli di 95°C per 15 sec e 60°C per 1 min. Dopo l'amplificazione, 
un’analisi delle curve di melting è stata eseguita per determinare la specificità 
dei prodotti di PCR. Questi ultimi, sono stati incubati per 1 minuto a 95° C 
con ritorno a 55° C ad una velocità di 0.2°C/sec. seguiti da 81 cicli di 
incubazione dove la temperatura aumentava di 0,5 °C/ciclo, con inizio a 55°C 
e fine a 95°C. Controlli negativi (no trascrittasi inversa e no templato) sono 
stati inclusi in ogni esecuzione della reazione e non hanno fornito prodotti. 
La quantità assoluta del target è stata determinata interpolando i Ct risultanti 
con la curva standard assoluta. La costruzione della curva per la 
quantificazione assoluta è avvenuta utilizzato come standard il vettore di 
clonaggio, descritto precedentemente (pCR4Blunt-TOPO), nel quale è stata 
clonata una piccola quantità di cDNA della libreria da larve parassitizzate e 
per il quale è stata accertata, mediante sequenziamento, la presenza 
dell’inserto di dimensioni attese. Il numero di copie del DNA plasmidico 
ricombinante è stato calcolato in base alla concentrazione molare e la massa 
molecolare dello stesso [N.° copie = (concentrazione di DNA) × (volume della 
reazione) × (n.° di Avogadro, 6,022 × 1023 molecole/mole)/(massa molare del 
plasmide ricombinante)]. Sei diluizioni seriali a concentrazione nota del DNA 
plasmidico (107, 106, 105, 104, 103, 102 molecole) sono state sottoposte a 
SYBR-Green qPCR. Ogni campione è stato analizzato in duplice copia. Per 
valutare la relazione tra i valori di Ct ed il numero di copie di target standard è 
stata utilizzata la regressione lineare. L'efficienza di amplificazione (E), 
dipendente dalla pendenza della curva standard è stata calcolata in base alla 
seguente formula: E=10(-1/slope)-1. Tutti i risultati sono stati espressi come 




Fig. 9 Curva standard assoluta per le librerie di piccoli ncRNA. Sono state analizzate con 
RealTime qPCR sei diluizioni seriali di DNA plasmidico risultante dal clonaggio di una 
piccola aliquota della libreria di piccoli ncRNA da larve parassitizzate nel vettore 
pCR4Blunt-TOPO (107 - 102 copie).  = SYBR Green standard; Y= -3,60*Log(X) + 41,05; 
R2 = 0,9725; E = 90%. 
 
 
II.6 Sequenziamento libreria piccoli ncRNA 
La libreria di cDNA ottenuta da emociti di larve parassitizzate è stata 
sequenziata tramite piattaforma Illumina/ Solexa Genome Analyzer, presso 
l’Istituto di Genomica Applicata di Udine. Tale piattaforma è stata scelta in 
quanto appartiene ad una nuova generazione di tecnologie di sequenziamento 
che trova diversi campi d’applicazione. Inoltre, permette sequenziamenti 
rapidi e in larga scala, con l’ottenimento di quantità massive di sequenze di 







II.7 Analisi bioinformatiche  
I putativi piccoli ncRNA sequenziati, sono stati allineati con il genoma 
completo del TnBV, ottenuto presso i nostri laboratori.  L’allineamento è stato 
effettuato presso l’Istituto di Genomica Applicata di Udine, utilizzando il 
software FAST (Fast Aligning of Short Tags) messo a punto dallo stesso 
istituto. 
La seguente analisi bioinformatica è stata eseguita solo su quelle sequenze, 
derivanti dal genoma del virus, di dimensione compresa tra 18-30 nt.  
I putativi piccoli ncRNA sono stati sottoposti ad analisi BLAST (The Basic 
Local Alignment Search Tool) (http://blast.ncbi.nlm.nih. gov/Blast.cgi) per 
verificare eventuali omologie con sequenze note presenti in database. Inoltre, 
gli stessi sono stati confrontati anche con miRBase, la banca dati “ufficiale” 
per i miRNA (http:// microrna.sanger.ac.uk/), nella quale sono immagazzinate 
tutte le informazioni in merito a miRNA noti (sequenze dei miR maturi, 
sequenze dei precursori, struttura secondaria dei precursori ed eventuali 
target).  
Per ogni putativo piccolo ncRNA identificato, è stata stabilita la collocazione 
all’interno dei circoli virali, calcolando anche l’esatta posizione rispetto a geni 
noti e ORF di dimensioni superiori alle 150pb. Sono state selezionate soltanto 
le sequenze presenti negli introni di geni noti e quelle distanti almeno 200pb 
da geni noti/ ORF. Questo criterio è stato stabilito allo scopo di individuare le 
sole sequenze poste al di fuori delle regioni codificanti e sufficientemente 
distanti dalle regioni 5’e 3’ non tradotte. 
Considerando che i microRNA sono gli unici piccoli RNA non codificanti che 
possono essere discriminati in funzione della caratteristica struttura a “stem-
loop” dei loro precursori, il genoma del TnBV è stato sottoposto ad analisi 
computazionale dello struttura secondaria. L’analisi è stata condotta con 
l’ausilio tool bioniformatico MirEval  (http://tagc. univ-mrs.fr/mirava) 
(Ritchie et al., 2008) allo scopo di individuare regioni dei circoli virali in 
grado di generare precursori con caratteristiche strutturali tipiche dei pri-
miRNA. 
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Quindi, i putativi ncRNA selezionati dalla libreria sono stati analizzati allo 
scopo di individuare le sole sequenze in grado di appaiarsi con le regioni 
genomiche del TnBV selezionate tramite MirEval.  
La struttura secondaria dei precursori derivanti dalle regioni selezionate è stata 
disegnata tramite il tool on-line MFold (http://mfold.rna.albany. 
edu/?q=mfold) (Zuker, 2003). Delle strutture considerate plausibili sono state 
scelte soltanto quelle nelle quali i putativi miRNA fossero collocati nella 
regione a doppio filamento della struttura a “stem-loop” e non in quella a 
filamento singolo del “loop”.  
 
II.8 Analisi trascizionale dei putativi microRNA  
Le regioni genomiche da cui hanno origine i precursori dei putativi microRNA 
selezionati (pri-miRNA104, pri-miRNA78, pri-miRNA23 e pri-miRNA97) 
sono state sottoposte ad analisi trascrizionale.  
Un’aliquota da 10µg di RNA totale, estratto da emociti di larve parassitizzate, 
è stata prelevata dal -80°C e centrifugata al max delle g, per 15 min a 4°C. Il 
pellet ottenuto è stato lavato con EtOH 75% in H2O DEPC e centrifugato per 
10 min a 4°C, al max delle g. Una volta eliminato il surnatante, l’RNA 
pellettato è stato asciugato, risospeso in   44µl di H2O DEPC ed incubato con 
Turbo DNase (Ambion) per 30 min a 37°C. Il campione  è stato quindi 
sottoposto per due volte ad estrazione con fenolo:cloroformio:alcool 
isoamilico (25:24:1) per disattivare la DNasi ed eliminare eventuali impurità 
presenti.  L’RNA derivante dall’estrazione è stato precipitato con Na Ac. 
0,3M, 3Vol di EtOH 100% e lasciato 10 min in bagnetto di ghiaccio 
secco/alcool denaturato. 
Il campione è stato quindi centrifugato al max delle g, per 15 min a 4°C, 
lavato con EtOH 75% in DEPC e risospeso in 30µl di H2O DEPC. 
L’RNA è stato in seguito quantizzato mediante lettura al spettrofotometro e 
sottoposto a PCR di controllo per verificare l’eventuale presenza di DNA 
contaminante. Brevemente, 150ng di RNA sono stati aggiunti in 24µl di una 
mix composta da 2,5µl di 10X Reaction buffer, 0,75µl di 50mM MgCl2, 1µl 
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10µM primer 124cirR, 1µl 10µM primer 154FP, 1µl di 5mM dNTP, 0,125 µl 
di 5u/µl di EuroTaq e H2O per portare a volume. Come controllo positivo sono 
stati utilizzati 2µl di DNA genomico del TnBV. La reazione è stata amplificata 
secondo il seguente programma: 
a. 5 min a 95°C 
b. 40 cicli di: 
    10 sec a 94°C 
     30 sec a 54°C 
     1 min a 72°C 
c. 10 min a 72°C 
d. 4°C for ever. 
Dopo aver verificato l’assenza di contaminazioni, il campione di RNA è stato 
sottoposto a reazione di reverse trascrittasi. In particolare, sono state allestite 3 
reazioni:  
1. 2µg di RNA+2µl di dNTP 5mM +1µl di 50µM oligo dT;  
2. 2µg di RNA+2µl di dNTP 5mM +1µl di 50µM oligo dT(*); 
3. 2µg di RNA+2µl di dNTP 5mM +1µl di pd(N)6 (250ng/ µl);  
I primi due campioni sono stati retro trascritti utilizzando come primer gli 
oligo dT, mentre per il terzo campione la reazione è avvenuta utilizzando gli 
esameri pd(N)6.
Successivamente, i tre campioni sono stati denaturati a 65°C per 5 min, lasciati 
in ghiaccio per almeno un minuto e centrifugati brevemente. In seguito sono 
stati aggiunti 4µl di 5X First-Strand Buffer, 1µl di 0.1 M DTT; 1µl di 
RNaseOUT Recombinant RNase Inhibitor, 1µl di SuperScript III RT (200 
units/μl). Uno dei due campioni con gli oligo dT (*) è stato utilizzato come 
controllo negativo dell’RT, per cui non è stata aggiunta la SuperScript III RT, 
sostituita con 1µl di H2Odd. I campioni con gli oligo dT  sono stati pre-
incubati 5 min a 42°C, mentre per il campione con i pd(N)6 la pre-incubazione 
è avvenuta a 25°C per 5 min. Tutte le reazioni assemblate sono state poi 
incubate a 55°C per 1h ed in seguito a 75°C per 15 min, per disattivare la 
reazione.  
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Per tracciare il profilo trascrizionale dei putativi pri-miRNA, i cDNA ottenuti 
sono stati amplificati con le coppie di oligo indicate nella tabella 3.  
Per essere sicuri di analizzare i pri-miRNA, gli oligo impiegati sono stati 
disegnati considerando un amplificato di circa 150-200 pb che comprendesse 






























II.9 Analisi trascrizionale dei putativi piccoli ncRNA e di 
regioni del genoma del TnBV selezionate random. 
Un profilo trascrizionale è stato tracciato anche per le regioni del genoma del 
TnBV dove sono stati individuati alcuni dei restanti putativi piccoli RNA non 
codificanti selezionati. Allo stesso modo, sono state analizzate delle regioni 
dello stesso genoma prive di ORF/geni codificanti per proteine e di qualsiasi 
sequenza della libreria. 
I cDNA impiegati sono stati preparati ed amplificati secondo le condizioni 
riportate nel paragrafo precedente.  
Per l’analisi trascrizionale dei putativi ncRNA, sono state disegnate coppie di 
oligo in grado di amplificare regioni di 150-300pb (Tab 4), mentre per l’analisi 
delle regioni selezionate random sono stati scelti oligo che amplificano 
porzioni del genoma del TnBV più ampie, di dimensione compresa tra le 300-




Tab 4. Primers amplificanti alcuni dei piccoli ncRNA selezionati nella libreria 
Circoli Putativi piccoli 
ncRNAs Primer  Sequenza dei primer 
Small ncRNA 27 SR27a SR27b 5’-CCGTTACGTTTCGTGAATA-3’ 
5’-GATACACATTCATAGGGATGC-3’ 




















Small ncRNA 4 SR4b 













Small ncRNA 14 SR14a SR14b 5’-AACCGTGTGTCTAGTTCGTA-3’ 
5’-GCTGTTGTGATACGGTGTAAT-3’ 










































III.1 Analisi della composizione genica del TnBV 
Recentemente nel nostro laboratorio è stato portato a termine il 
sequenziamento del genoma del bracovirus associato a Toxoneuron nigriceps 
(TnBV). Tale genoma ha una dimensione complessiva di 203,236 Kb, 
suddivise in 28 circoli di dimensioni comprese tra 3,957 e 13,396 Kb.  
Le sequenze virali sono state sottoposte ad analisi bioinformatiche per 
ricercare omologie di sequenza con altri PDVs, nonchè per identificare 
sequenze codificanti per putativi prodotti proteici. 
In particolare, analisi BLAST hanno permesso di identificare 42 geni putativi, 
variamente distribuiti nei circoli virali (Tab 1 e Fig 10).   
 
Tab 6. Geni putativi identificati nel genoma del TnBV 
 
Geni N° di geni Funzioni proteiche predette 
Geni per proteine tirosino fosfatasi 
(PTPs)  
16  Componenti di vie di trasduzione del segnale  
Geni per proteine contenenti domini 
ripetuti di  Ankirina (IKB like)  
4  Inibitori di fattori trascrizionali NF-KB 
Geni per proteine ipotetiche  4  sconosciuta  
Geni per proteine ipotetiche con domini 
BEN e PHAO  
11  sconosciuta 
Geni per Trasportatori UDP-zuccheri 2  Legano e trasportano UDP- carboidrati 
Geni per UDP Glucosio 6 fosfato 
deidrogenasi  
1  Coinvolte nella via metabolica del fosfogluconato  
Geni per Aspartil proteasi  1  Azione peptidasica 
Geni per DNA Elicasi  1  Srotolano la struttura a doppia elica del DNA 
Geni per putativi omologhi della proteina 
CG2206-PA di Nasonia vitripennis  
1  sconosciuta 
Geni per trasportatori di tipo MFS 1 Trasportano ioni, zuccheri, peptidi, aminoacidi e  
neurotrasmettitori nel citoplasma  
            
 
Molti dei geni del TnBV appartengono a specifiche famiglie geniche, presenti 
anche in altri bracovirus. (Tab 6).  
La famiglia genica più ampia comprende 16 membri codificanti per putative 
Proteine Tirosino Fosfatasi (PTP). Le PTP sono note svolgere ruoli chiave in 
diverse vie di trasduzione del segnale ed operano attraverso la 
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defosforilazione di residui di tirosina di varie componenti proteiche (Andersen 
et al., 2001).  
Le PTP del TnBV sono classiche PTP citosoliche e  sono codificate da geni 
privi di introni. Unica eccezione è rappresentata da un gene localizzato nel 
circolo 47, per il quale sono stati individuati 3 introni.  
La seconda famiglia genica identificata nel genoma del TnBV comprende 4 
membri distribuiti in tre circoli (93, 139 e 6057). Tali geni codificano per 
proteine caratterizzate dalla presenza di domini ripetuti di anchirina che 













 Circle 212b 
 
 
Fig 10. Distribuzione dei geni putativi identificati nei circoli del TnBV 
 
La terza famiglia genica comprende due geni localizzati in due differenti 
circoli (80 e 24.2), codificanti per proteine trasportatrici di UDP-zuccheri. 
Accanto alle famiglie geniche, il genoma del TnBV contiene geni presenti in 
singola copia. Quattro di essi, localizzati in tre differenti circoli (99, 80 e 
40.1), codificano per proteine che mostrano omologia di sequenza con 
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proteine note in altri organismi. Si tratta di una putativa aspartil proteasi, una 
putativa UDP glucosio 6 fosfato deidrogenasi, un putativo trasportatore 
appartenente alla famiglia dei trasportatori MFS (Major Facilitator 
Superfamily) e una putativa DNA elicasi (Tab 6). 
Sono stati inoltre individuati 15 geni putativi codificanti per prodotti privi di 
somiglianza con proteine a funzione nota. Quattro di questi geni, codificanti 
per proteine ipotetiche di dimensione compresa tra  74 e  451 amminoacidi, 
sono distribuiti nei circoli 61, 87 e 6057. I rimanenti undici geni putativi 
codificano per proteine di dimensioni comprese tra  74 e 819 amminoacidi, 
contenenti due particolari domini (BEN e PHAO), presenti anche in proteine 
derivanti da altri polidnavirus, ma a funzione ancora sconosciuta.  
Infine, un gene identificato nel circolo 80 codifica per un prodotto che mostra 
una significativa omologia di sequenza con una proteina di Nasonia 
vitripennis (CG2206-PA), di cui, tuttavia, non è nota la funzione.  
Per quanto riguarda la struttura, 11 geni, corrispondenti al 26% del numero 
totale di geni identificati nel genoma del TnBV, contengono  uno o più introni. 
In particolare, 8 di questi geni appartengono al gruppo di geni codificati per 
proteine con domini BEN e PHAO, cui si aggiungono uno dei due geni 
codificanti per trasportatori di UDP-zuccheri, il gene codificante per un 
trasportatore secondario appartenente alla famiglia MFS, ed uno dei geni 
codificanti per PTP che rappresenta un’eccezione rispetto alle PTP tipiche dei 
bracovirus, le quali generalmente non contengono introni. 
 




N. di esoni  Amino 
acidi 
Similarità con le sequenze 
presenti in database (protein 
ID), identità di sequenza 
amminoacidica espressa in % 
 
Nome dei geni 
(per PTPs e 
geni Ank) 
123 1507-2400+ 1 297 C. glomerata bracovirus PTP 
AAR99279.1, 39% (114/290) 
TnBV123PTP1 
133 3020-6010+ 5 819 Geni per proteine ipotetiche 
ORF301 [Cotesia plutellae 
polydnavirus], domini BEN e 
PHAO2737, AAZ04269.1, 
35%(219/689)  (PDV H.P. 
BEN/PHAO) 
 
139 3535-3771 1 78 Gene per proteine ipotetiche  
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CcBV_20.2 [Cotesia congregata 
bracovirus], domini BEN e 
PHAO2737,YP184853, 
37%(26/70) (PDV H.P. 
BEN/PHAO) 
 5310-5831+ 1 173 Ankirina virale [Glyptapanteles 
indiensis], ACE75454.1, 
38%(56/147) (TnBV Ank1) 
 
TnBV139Ank1 




 8962-9219+ 1 85 Geni per proteine ipotetiche 
conservate [Glyptapanteles 
indiensis], dominio PHAO2744, 
ACE75406.1, 32%(24/75) (PDV 
H.P. PHAO) 
 




154 2083-2442+ 1 119 Geni per proteine ipotetiche 
GFP_L2_0020 [Glyptapanteles 
flavicoxis bracovirus], ,PHAO 
2747 super family, ACE75228.1, 
25%(18/71) (PDV H.P. PHAO) 
 
154-2 2083-2442+ 1 119 Geni per proteine ipotetiche 
GFP_L2_0020 [Glyptapanteles 
flavicoxis bracovirus],  PHAO 
2747 super family, ACE75228.1, 
25%(18/71) (PDV H.P. PHAO) 
 
34 2215-4927+ 4 678 Geni per proteine ipotetiche 
[Glyptapanteles flavicoxis 





 6690-8465+ 4 432 Geni per proteine ipotetiche 
[Glyptapanteles flavicoxis 
bracovirus], dominio BEN,  
ACE75153.1, 44%(92/216) 
(PDV H.P. BEN) 
 
35 3369-4678+ 3 378 Geni per proteine ipotetiche 
[Glyptapanteles flavicoxis 
bracovirus],  dominio BEN e 
PHAO2737 , ACE75501, 
36%(57/149) (PDV H.P. 
BEN/PHAO) 
 
44 1309-1885+ 1 193 proteine tirosino fosfatasi 
[Cotesia plutellae polydnavirus], 
AAZ04264.1, 26%(25/96) (PTP) 
TnBV44PTP1 
 2710-3536+ 1 275 proteine tirosino fosfatasi 












80 5367-7214+ 1 615 Trasportatore NTP-zuccheri 
[Apis mellifera], XP395030.3, 
46%(155/332) 
 
 1894-3245+ 1 450 UDP-glucosio- 6-deidrogenasi 
[Apis       mellifera], 
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XP396801.3, 69%(81/117)  
 11876-
12682+ 
1 271 Omologia con il gene CG2206-
PA [Nasoniavitripennis], 
XP001606517.1,  33%(45/135) 
 
61 3086-504+ 5 451 Geni per proteine ipotetiche 
[Glyptapanteles flavicoxis 
bracovirus], ACE75505.1, 
53%(119/225) (PDV H.P.) 
 
 
69 660-1592+ 1 310 PTP 2 [Microplitis demolitor 
bracovirus], YP239393.1, 27% 
(80/287) 
TnBV69PTP1 
 3354-4182+ 1 276 PTP 2 [Microplitis demolitor 
bracovirus], YP239391.1, 27% 
(42/127) 
TnBV69PTP2 
81 1462-2379+ 1 305 Omologia con il gene GA15974-
PA [Nasonia vitripennis], 
XP001606932.1, 34%(103/300) 
TnBV81PTP1 
86 6484-7434 1 316 PTP 2 [Microplitis demolitor 
bracovirus], YP239393.1, 30% 
(91/302) 
TnBV86PTP1 
87 830-1330 1 166 Geni per proteine ipotetiche 
ORF904 [Cotesia plutellae 
polydnavirus], AAZ04286.1, 
34%(29/85) (PDV H.P.) 
 
 4097-4321 1 74 Geni per proteine ipotetiche 
conservate [Glyptapanteles 
indiensis bracovirus], 
ACE75434.1, 35%(25/71) (PDV 
H.P.) 
 












99 7851-9588+ 2 532 Geni per proteine ipotetiche 
[Microplitis demolitor 
bracovirus],  dominio 
BEN,YP239364.1, 42%(48/112) 
(PDV H.P. BEN) 
 




 1835-2257+ 1 140 Famiglia A2 unassigned 




100 1116-2618 3 219 DUF-like 1 [Cotesia plutellae 




32 837-1718+ 1 293 proteine tirosino fosfatasi 




 2245-3147+ 1 300 proteine tirosino fosfatasi 
[Cotesia glomerata bracovirus], 
AAR29979.1, 36%(109/298) 
TnBV32PTP2 




30%(42/140) (PDV H.P.PHAO) 
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 159-410 1 83 DNA elicasi [Adineta 
vaga],AAZ67118.1, 64%(46/71) 
 
24.2 1121-2611+ 2 496 Trasportatore UDP -zuccheri 
UST74c (fringe connection  








 1402-1644+ 1 80 Geni per proteine ipotetiche 
[Cotesia plutellae polydnavirus], 





III.2 Costruzione di una libreria di cDNA rappresentativa 
della popolazione di piccoli RNA di emociti di larve 
parassitizzate  
L’analisi della sequenza genomica del TnBV ha evidenziato la presenza di 
un’ampia porzione (circa il 78%) apparentemente priva di geni.  
Questa caratteristica è certamente inusuale, in confronto alla generale 
“compattezza” riscontrata nei genomi della maggior parte dei virus conosciuti, 
i quali presentano un’ elevata densità di sequenze codificanti. D’altro canto il 
TnBV, in quanto polidnavirus, differisce da tutti gli altri virus per le sue 
peculiari modalità di trasmissione e di ciclo replicativo (vedi introduzione). 
Abbiamo allora ipotizzato che l’esistenza di un’ampia porzione genomica non 
codificante nel genoma di questo virus possa essere correlata alla sua peculiare 
biologia e che di fatto possa svolgere un ruolo importante nei fenomeni di 
regolazione della fisiologia dell’insetto ospite. Una prima indicazione a 
sostegno di questa ipotesi è venuta dall’identificazione nel nostro laboratorio 
di un trascritto non codificante prodotto dal TnBV ed avente come bersaglio 
un gene dell’ospite coinvolto nella risposta immunitaria.  
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Abbiamo allora deciso di effettuare una ricerca sistematica di piccole molecole 
di RNA non codificante (ncRNA) derivanti dal genoma del TnBV. Il primo 
passo è stato costruire una libreria di molecole di cDNA rappresentativa della 
popolazione di molecole di RNA a basso peso molecolare presenti in emociti 
di larve di H. virescens parassitizzate (vedi materiali e metodi).  
La libreria è stata quindi sottoposta ad un controllo qualitativo. Una 
piccolissima frazione delle molecole di cDNA generate è stata clonata in un 
vettore plasmidico e 9 delle colonie ottenute sono state sequenziate ottenendo 
5 diverse sequenze. Tali sequenze sono state sottoposte ad analisi BLAST, per 
ricercare eventuali omologie con sequenze nucleotidiche presenti nelle banche 
dati. E’ stata inoltre eseguita una ricerca mirata all’interno di miRBase, la 
banca dati nella quale sono immagazzinati tutti i dati di sequenza dei miRNA 
identificati a tutt’oggi nei vari organismi. Due delle 5 sequenze analizzate 
sono risultate corrispondere a due specie di microRNA, miR-184 e miR-970, 
già note in altri organismi. La sequenza del miR-970 è probabilmente molto 
rappresentata nella popolazione di piccoli RNA di emociti di larve 
parassitizzate  in quanto è stata ritrovata in 5 dei 9 cloni sequenziati. Questo 
primo tipo di controllo di qualità è servito a verificare che: 
- la frazione di RNA utilizzata per la creazione della libreria di cDNA fosse 
stata correttamente selezionata e dunque corrispondesse effettivamente alla 
popolazione di piccoli RNA con dimensioni comprese fra  i  18-30 nucleotidi. 
- la struttura delle molecole ricombinanti ottenute per addizione sequenziale 
dei “linkers” sintetici fosse corretta.  
La libreria è stata quindi sottoposta ad un controllo di tipo quantitativo 
attraverso Real time qPCR che ha permesso di stabilire il numero assoluto 
delle sequenze di cDNA presenti, mediante interpolazione dei dati ottenuti con 
i valori di una curva standard (vedi materiali e metodi)  
La figura 11 mostra che in 1 µl di una diluizione 1:2000 della libreria sono 
presenti 2,65.109 molecole di cDNA. Quindi, considerando che il volume 
complessivo della libreria è pari a 10µl, la collezione di cDNA ottenuti da 
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piccoli RNA estratti da emociti di larve di H. virescens a 12h dalla 
parassitizzazione è composta da un numero di molecole pari a 5,3.1013.  
Inoltre, lo studio delle curve di dissociazione dei prodotti ottenuti nelle 
reazioni di Real Time-PCR ha fornito dati qualitativi relativi all’assenza di 
artefatti costituiti da dimeri dei “linkers” sintetici (Fig 12 A e B) 
 
 
Fig.11 Analisi quantitativa assoluta della libreria di sequenze di putativi piccoli ncRNA 
estratti da emociti di larve di H. virescens a 12h dalla parassitizzazione. Il titolo è espresso 
come media del n.° copie di molecole ed è indicata la deviazione standard. 
 
a)           b)  
Fig.12 Curve di dissociazione dei prodotti di amplificazione ottenuti utilizzando come 
stampo un cDNA di controllo (a) o la libreria di cDNA (b) 
 
In conclusione, i controlli eseguiti tramite Real Time qPCR hanno fornito 
valori soddisfacenti sia dal punto di vista quantitativo che qualitativo e dunque 
è stato possibile procedere al sequenziamento dellalibreria di cDNA. 
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III.3   Sequenziamento ed analisi della libreria di cDNA  
Il sequenziamento della libreria di cDNA, derivante da RNA a basso peso 
molecolare estratto da emociti di larve parassitizzate, è stato eseguito presso l’ 
Istituto di Genomica Applicata di Udine. Per questa procedura è stato 
impiegato l’Illumina Genome Analyzer II, un sequenziatore di nuova 
generazione grazie al quale è possibile ottenere centinaia di megabasi di 
sequenze in un singolo esperimento.  
Il sequenziamento della libreria di cDNA da me costruita ha prodotto in totale  
6 milioni di sequenze.  
Le sequenze ottenute sono state analizzate mediante un programma 
bioinformatico denominato FAST (Fast Aligning of Short Tags), messo a 
punto dallo stesso istituto presso il quale è stato effettuato il sequenziamento. 
Tale programma bioinformatico consente di effettuare l’ allineamento di un 
intero pacchetto di dati generati da procedure di sequenziamento massivo 
parallelo su di un DNA di riferimento, in questo caso rappresentato dalla 
sequenza genomica completa del TnBV.  Tramite questa analisi è in pratica 
possibile stabilire quante e quali sequenze si appaiano senza errori con il 
genoma di riferimento,  in posizione unica o in posizioni multiple. 
Sono state in questo modo identificate 361 sequenze presenti nel genoma del 
TnBV in unica copia, e 486 sequenze presenti in copie multiple.   
Alcune informazioni di sequenza ottenute risultavano comunque incomplete 
(in conseguenza di lettura parziale durante il processo di sequenziamento e/o 
di erronea inclusione nella libreria di cDNA di una frazione di molecole di 
dimensioni inferiori alle dimensioni attese per piccoli RNA non codificanti di 
tipo funzionale). Si è allora deciso di selezionare all’interno della collezione di 
sequenze derivanti dal genoma del TnBV le sole sequenze di dimensioni 
comprese tra i 18 e i 30 nt.  
Il numero totale dei putativi piccoli RNA identificati è dunque risultato pari a 
149, di cui 139 presenti in un' unica posizione, e 10 allineati in due differenti 
posizioni del genoma del TnBV. 
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III.4   Distribuzione dei putativi piccoli ncRNA nei circoli virali. 
I 149 piccoli ncRNA putativi identificati sono stati precisamente mappati all’ 
interno della sequenza genomica del TnBV, stabilendo per ciascuno di essi 
l’esatta posizione ed orientamento rispetto alle sequenze dei 42 geni 
codificanti per proteine presenti nei circoli virali.  
Secondo quanto riportato in letteratura, i geni che danno origine ad un 
particolare tipo di piccoli ncRNA, i miRNA, sono preferenzialmente 
localizzati in regioni intergeniche, in posizione abbastanza distante rispetto ad 
altri geni, mentre una frazione minoritaria di essi è contenuta negli introni di 
geni codificanti per proteine, in orientamento sia senso che antisenso rispetto a 
questi (Bartel, 2004; Kim, 2005). Quindi, analizzando la collocazione delle 
sequenze dei putativi ncRNA del TnBV all’interno dei circoli virali, sono state 
selezionate quelle posizionate al di fuori di regioni codificanti, stabilendo una 
distanza arbitraria rispetto ad esse di almeno 200 basi. Per questo tipo di 
analisi sono state prese in considerazione non solo le regioni codificanti dei 42 
geni precedentemente identificati (vedi paragrafo II.1), ma anche cornici di 
lettura aperte (Open Reading Frames, ORFs) superiori alle 150 basi che 
potrebbero rappresentare geni funzionali, non ancora riconosciuti come tali per 
insufficienza di dati.  
Al termine dunque delle analisi su indicate si è arrivati a restringere l’insieme 
delle sequenze dei putativi piccoli ncRNA derivanti dal genoma del TnBV a 
52 candidati, dei quali 46 presenti in singola copia, e 6 localizzati in due 
differenti posizioni del genoma stesso (Tab 8). 
Le 52 sequenze sono distribuite all’interno di 14 dei 28 circoli genomici virali 
(Fig 13). Uno di questi circoli, il circolo 154,  mostra una densità di geni per 







Tab 8.  52  piccoli ncRNA selezionati. 
Circoli Putativi sncRNAs nt Start nt Stop 
Posizione 
rispetto a  
Geni/ORF 
Geni 
putative sncRNA 23 5287 5307 +1373 -368 
PDV H.P  BEN/PHAO 
PDV H.P. BEN 
putative sncRNA 128 1384 1404 +810  -2935 
PDV H.P BEN/PHAO 
PDV H.P. BEN 




putative sncRNA 27 6559 6579 +5491 -3652 
ORF  
ORF 
35 putative sncRNA 11" 2663 2683 +681 -683 
ORF 
PDV H.P  BEN/PHAO 
 





putative sncRNA 4 4415 4436 +4245 -989 
ORF 
ORF 44 
putative sncRNA 122 3288 3308 +3118 -2116 
ORF  
ORF 
putative sncRNA 100 234 254 +535 -3719 
ORF 
ORF 
putative sncRNA 96 366 386 +667 -3587 
ORF 
ORF 
putative sncRNA 70 6763 6783 +913 -2757 
ORF 
ORF 




putative sncRNA 14 13 33 +314 -3940 
ORF  
ORF 
6 putative sncRNA 21 510 530 +1451 -977 
PDV H.P PHAO 
PDV H.P PHAO 
putative sncRNA 11" 9446 9466 +1620 -1053 
Trasportatore UDP-zuccheri 
Trasportatore UDP-zuccheri 
putative sncRNA 60 9084 9104 +1983 -690 
Trasportatore UDP-zuccheri 
Trasportatore UDP-zuccheri 
putative sncRNA 37 4227 4252 +936 -435 
Trasportatore UDP-zuccheri 
UDP-glucosio 6-fosf deidrogen. 
putative sncRNA 62 4632 4656 +532 -840 
Trasportatore UDP-zuccheri 
UDP-glucosio 6-fosf deidrogen. 
putative sncRNA 78 5792 5813 +629 -786 
ORF 
ORF 




putative sncRNA 10" 880 900 +1719 -1881 
ORF 
ORF 
putative sncRNA 10 81 101 +2029 -4002 
ORF 
ORF 81 
putative sncRNA 106 2332 2352 +1750 -2004 
ORF 
ORF 
87 putative sncRNA 43 5082 5102 -761 +3211 
PDV H.P. 
ORF 
putative sncRNA 87 4346 4366 +274 -3699 
ORF  
ORF 99 
putative sncRNA 63 8640 8660 +202 -1269 
ORF 
ORF 
putative sncRNA 13 2137 2157 +3128 -246 
ORF  
ORF 133 




putative sncRNA 13 4696 4716 +320 -2099 
TnBV Ank 1 
PDV H.P  BEN/PHAO 
139 
putative sncRNA 97 2723 2743 +652 -791 
ORF 
ORF 
putative sncRNA 3 7398 7418 +376 -2995 
ORF 
ORF 




putative sncRNA 129 7547 7567 +3793 -1550 
ORF 
PTP 
putative sncRNA 104 5 25 +200 -200 
ORF 
ORF 
putative sncRNA 40 167 187 +487 -2123 
ORF 
TnBV1 
putative sncRNA 131 3484 3504 +390 -759 
ORF 
ORF 
putative sncRNA 107 1236 1256 +469 -1692 
ORF 
ORF 
putative sncRNA 30 1495 1515 +728 -1426 
ORF 
ORF 
putative sncRNA 64 1837 1857 +1070 -1089 
ORF 
ORF 
putative sncRNA 95 3113 3133 +2353 -1336  
ORF 
ORF 
putative sncRNA 69 2036 2056 +1269  -886 
ORF 
ORF 
putative sncRNA 3” 2223 2243 +1553 -690 
ORF 
ORF 
putative sncRNA 48 1668 1688 +395 -805 
TnBV1 
ORF 
putative sncRNA 88 1792 1812 +1025 -1131 
ORF 
ORF 
putative sncRNA 102 2154 2174 +1387 -773 
ORF 
ORF 
putative sncRNA 68 2314 2334 +1547 -616 
ORF 
ORF 
putative sncRNA 111 2306 2326 introne TnBV1 
putative sncRNA 82 2683 2703  TnBV1  
154 
putative sncRNA 72 1020 1040 +253 ORF -1907 ORF 
 











Tab 8.  52  piccoli ncRNA selezionati e relativa posizione all’interno dei circoli virali del 
TnBV. In particolare per ogni ncRNA è indicato il circolo in cui è stato mappato; la 
posizione (nt start - nt stop) all’interno del circolo; la posizione rispetto a geni noti/ORF 
indicando con il segno (+) la distanza che intercorre tra l’estremità 3’ del ncRNA ed il 5’ 
del gene putativo/ORF e con il segno (-)  la distanza che intercorre tra l’estremità 5’ del 
ncRNA ed il 3’ del gene putativo/ORF. Per ORF si intendono cornici aperte di lettura di 
dimensione superiore a 150pb. I geni putativi invece sono indicati con delle sigle, come 
indicato nella Tab 7. 
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Fig 13. Distribuzione dei piccoli RNA non codificanti putativi nei circoli del TnBV 
 
 
Tale circolo ha infatti una dimensione di 5000 pb e contiene ben 17 delle 
sequenze selezionate, con una densità media pari a una sequenza ogni 294 pb 
(Fig 14).  I circoli 80, 47 e 34 contengono rispettivamente 7 , 5 e 4 geni per 
putativi piccoli ncRNA, con densità medie comparabili (1914 pb per il circolo 
80, 2011 pb per il circolo 47, 2466 pb per il circolo 34) (Fig 15-16-17). Nei 
circoli 139 e 140 sono stati identificati 3 putativi piccoli ncRNA con densità 
medie molto simili (rispettivamente pari a 3430pb e 3331pb) (Fig 19-20). Nei 
circoli 44, 81,  99 e 133 sono stati individuati 2 putativi piccoli ncRNA, con 
densità media compresa fra le 3564 e le 4795pb (Fig 21-22-23-18). Infine nei 
circoli 6, 35, 87, 40.1 è stato mappato un unico putativo piccolo ncRNA (Fig 
24-25-26-27) .  





























6 putative TnBV small ncRNAs 
1 putative TnBV small ncRNA 
3 putative TnBV small ncRNAs 
Putative TnBV miR-23 
2 putative TnBV small ncRNAs 
1 putative TnBV small ncRNAs 
2 putative TnBV small ncRNAs 
5 putative TnBV small ncRNAs 
Putative TnBV miR-78 
1 putative TnBV small ncRNA 
Putative TnBV miR-97 
2 putative TnBV small ncRNAs 
16 putative TnBV small ncRNAs 
Putative TnBV miR-104 
Putative TnBV miR-3 
2 putative TnBV small ncRNAs 
2 putative TnBV small ncRNAs 
1 putative TnBV small ncRNA 
1 putative TnBV small ncRNA 
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Le sequenze dei 52 piccoli ncRNA putativi sono state sottoposte ad analisi 
BLAST e confrontate con le sequenze contenute nella banca dati dei 
microRNA, miRBase. Entrambe le analisi non hanno fornito alcuna 
informazione utile in quanto le sequenze selezionate non mostrano alcuna 
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Fig 23. Rappresentazione grafica del circolo 99 e rispettivi piccoli ncRNA putativi. 
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Fig 25. Rappresentazione grafica del circolo 35 e rispettivi piccoli ncRNA putativi. 
 





















Fig 27. Rappresentazione grafica del circolo 40.1 e rispettivi piccoli ncRNA putativi. 
 
 
III.5 Identificazione di putativi miRNA 
I piccoli RNA non codificanti svolgono ruoli chiave in numerosi processi 
regolativi come degradazione e inibizione della traduzione di specifici mRNA 
bersaglio, rimodellamento della struttura della cromatina e silenziamento dei 
trasposoni.  
La classe di piccoli RNA con funzione regolativa più studiata è rappresentata 
dai microRNA, i quali, a differenza degli altri piccoli RNA non codificanti, 
hanno origine a partire da un precursore endogeno in grado di formare una 
caratteristica struttura a “stem-loop” (Berninger et al., 2007).  
I metodi computazionali rivestono un ruolo fondamentale nell’identificazione 
di nuovi microRNA. Infatti, la struttura dei precursori, nonchè l’alta 
conservazione a livello evolutivo sono caratteristiche peculiari impiegate 
nell’identificazione di questa classe di piccoli RNA non codificanti (Li et al., 
2009).  
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La sequenza genomica del TnBV è stata sottoposta ad analisi computazionale 
mediante l’ausilio di un particolare strumento bioinformatico, denominato 
MirEval.  Si tratta di un programma che analizza ampie sequenze di DNA 
(fino a 10.000 pb) alla ricerca di regioni potenzialmente in grado di originare 
precursori di microRNA (pre-miRNA) (Ritchie et al., 2008). In particolare, 
MirEval fornisce, per ogni regione genomica individuata, un quadro di 
informazioni completo in merito alle possibili strutture secondarie formate da 
tali regioni, alla presenza di strutture a “stem loop” altamente conservate e alla 
eventuale presenza di raggruppamenti genici da cui potrebbero derivare 
trascritti primari multicistronici (Bartel, 2004). Inoltre, il programma ricerca in 
automatico omologie tra le sequenze dei miRNA maturi potenzialmente 
generati dalle regioni genomiche in esame ed i miRNA noti presenti in 
miRBase (Ritchie et al., 2008). 
Per quanto riguarda il genoma del TnBV, l’analisi condotta ha portato 
all’identificazione, nei diversi circoli, di numerose sequenze che presentano 
una struttura secondaria caratteristica dei pre-miRNA, ma non sono stati 
trovati raggruppamenti genici nè sono state identificate omologie con miRNA 
noti.  
La fase successiva di analisi è consistita nel ricercare una possibile 
corrispondenza fra le sequenze dei 52 piccoli ncRNA putativi identificati nella 
nostra libreria di cDNA e le regioni del genoma del virus selezionate tramite 
MirEval.  
allineate con regioni del genoma virale Su 52 sequenze, 12 sono state 
potenzialmente in grado di produrre molecole di RNA con caratteristiche 
strutturali tipiche dei pre-miRNA.  
Delle 12 regioni identificate, 5 sono state ulteriormente selezionate in quanto 
in grado di originare strutture secondarie stabili, nelle quali le sequenze dei 
putativi microRNA (che ho chiamato miR-78, miR-97, miR-3, miR-23, miR-
104) sono correttamente localizzate nella porzione a doppio filamento della 
struttura a “stem-loop” e non nella porzione a singolo filamento del “loop” 
(Fig. 33). Questi 5 putativi miRNA mappano in diversi circoli del genoma 




Fig 28. Regione del circolo 80 originante il putativo pre-microRNA-78 
 
 




Fig 30. Regione del circolo 140 originante il putativo pre-microRNA-3 
 
 
























      Fig 33. Strutture secondarie dei putativi TnBV pre-miRNA, disegnate tramite il     













III.6 Analisi trascrizionale 
 
Le regioni del genoma del TnBV  contenenti i potenziali geni per miRNA  
sono state sottoposte ad analisi trascrizionale. 
Esperimenti di infezione controllata precedentemente condotti nel nostro 
laboratorio hanno dimostrato che il virus, estratto da T. nigriceps ed iniettato 
in larve di H. virescens, riduce drasticamente la capacità di queste larve di 
montare una adeguata risposta immunitaria di incapsulamento. Questo effetto 
è stato riscontrato già a 3h dall’infezione virale. Il grado d’inibizione della 
capacità degli emociti di incapsulare un corpo estraneo aumenta nel tempo e 
raggiunge il suo picco a 12h dall’infezione virale, per poi decrescere 
gradualmente ed annullarsi totalmente dopo 72h. Questo andamento temporale 
riproduce fedelmente quanto osservato in seguito a parassitizzazione (dati non 
pubblicati). 
Nell’ipotesi che i putativi miRNA identificati possano essere coinvolti 
nell’inibizione della risposta di incapsulamento, le analisi trascrizionali sono 
state inizialmente condotte su RNA di emociti estratti a 12h dall’evento di 
parassitizzazione, momento in cui si ha la massima soppressione del sistema 
immunitario.  
Le analisi trascrizionali sono state condotte mediante RT-PCR e a tale scopo 
sono state disegnate coppie di oligo in grado di amplificare sequenze di circa 
150-200 pb, situate a cavallo dei presunti miRNA. Tale valore è stato stabilito 
in quanto i miRNA maturi sono processati a partire da un trascritto primario 
(pri-miRNA) che nei virus, considerate le spesso ridotte dimensioni del 
genoma, hanno dimensioni minime di circa 200 pb (Umbach e Cullen, 2009). 
Quindi, l’ottenimento di un prodotto di amplificazione delle dimensioni attese, 
per ogni coppia di oligo utilizzata per le reazioni di RT-PCR,  può essere 
considerata una buona indicazione dell’esistenza di un pri-miRNA per ciascun 
putativo miRNA analizzato.  
Per effettuare la retrotrascrizione dell’RNA (Fig 23-24) sono stati  
separatamente utilizzati due diversi tipi di primers, oligo dT ed esameri 
pd(N) L’efficienza delle reazioni di PCR effettuate utilizzando come 6. 
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templato le due diverse popolazioni di cDNA è stata paragonabile, per cui i 
successivi esperimenti sono stati condotti utilizzando soltanto gli esameri.  
Per escludere la presenza di residui di DNA genomico nella preparazione di 
RNA è stato allestito un campione contenente tutti i componenti della reazione 
di retrotrascrizione eccetto l’enzima e tale campione è stato processato 
assieme agli altri nelle reazioni di PCR (-RT). 
Inoltre, in ogni esperimento di PCR sono stati inclusi un controllo negativo 
privo di DNA stampo (-), che è servito a provare l’assenza di contaminazioni 
durante il processo di assemblaggio delle reazioni, ed un controllo positivo 
contenente come stampo il DNA genomico del TnBV(+). 
I dati ottenuti indicano che le regioni in cui mappano i putativi miR78, 
miR104, miR97, miR23 sono attivamente trascritte negli emociti di individui 
parassitizzati (Fig 34). Non è stata invece ottenuta evidenza dell’esistenza di un 











































Considerando che l’attività immunosoppressiva del TnBV ha inizio già a 3h 
dall’infezione virale, l’attività trascrizionale delle regioni genomiche 
selezionate è stata valutata anche ad un tempo intermedio di 6h. 
Si è così dimostrato che le regioni genomiche del TnBV situate a cavallo dei 
putativi miR78, miR104, miR97, miR23 sono trascritte negli emociti larvali 
già a 6 ora dalla parassitizzazione (Fig 35) 





































Fig 35. Profilo trascrizionale dei putativi miR-97, miR-78, miR-23 e miR-104 a 6h dalla 
parassitizzazione 
 
A questo punto è stato tracciato un profilo trascrizionale anche per quelle 
regioni genomiche del TnBV nelle quali sono state mappate altre sequenze di 
putativi piccoli RNA non codificanti derivanti della libreria di cDNA. 
Gli esperimenti di RT-PCR sono stati condotti utilizzando RNA da emociti di 
larve a 12h dalla parassitizzazione. Tutte le regioni genomiche prese in 
considerazione sono risultate trascritte (Fig 36).  
Considerando gli esiti positivi ottenuti nella stragrande maggioranza degli 
esperimenti di RT-PCR fin qui condotti, il passo successivo è stato valutare la 
capacità trascrizionale di regioni del genoma del TnBV scelte in maniera 
casuale fra quelle prive di geni codificanti per proteine o putativi ncRNA. I 
risultati ottenuti ed in parte riportati nella Fig 37 dimostrano che, a 12h dalla 
parassitizzazione, anche queste regioni genomiche vengono trascritte. 
Complessivamente, dunque, le analisi trascrizionali condotte indicano che 
negli emociti di larve di H.virescens parassitizzate da T. nigriceps un’ampia 
porzione della regione non codificante del genoma del TnBV  è pervasa da 






Fig 36. Profilo trascrizionale di regioni del genoma del TnBV da cui hanno origine putativi 
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Il lavoro sperimentale svolto durante il Corso di Dottorato ha permesso 
di generare una collezione di sequenze in cui è rappresentata l’intera 
popolazione di piccoli RNA non codificanti degli emociti di larve di 
H.virescens parassitizzate da T.nigriceps. Tale collezione deve in primo 
luogo includere sequenze di RNA non codificanti prodotti da geni di H. 
virescens. Ed infatti, pur non essendo questo lo specifico obiettivo del 
mio progetto di Dottorato, ho identificato due specie di microRNA, miR-
184 -970, e miR già note in altri organismi, ma non ancora descritte in H. 
virescens.  
Inizialmente scoperto in Drosophila melanogaster, il miR-970 è stato 
rinvenuto nei genomi di vari insetti ed in particolare Tribolium 
castaneum, Bombyx mori, Aedes aegypti, Culex quinquefasciatus. Nulla 
però si sa circa la sua funzione biologica (Griffiths-Jones et al, 2010; 
Skalsky et al, 2010; Ruby et al., 2007; Stark et al., 2007 ).  
Molto di più è invece noto in merito al miR-184, che è altamente 
conservato sia negli insetti che nei mammiferi. In Drosophila 
melanogaster, il miR-184 è espresso in tutti gli stadi di sviluppo 
dell’insetto (Ping Li et al., 2011). Tuttavia, analisi funzionali hanno 
evidenziato un importante ruolo di questo miRNA nella regolazione 
dello sviluppo della linea germinale femminile e dell’embriogenesi 
precoce (Iovino et al., 2009). Nell’uomo, il miR-184 è stato associato ad 
alcune patologie, come la SSC (Squamous Cell Carcinoma of Tongue), 
dove è coinvolto nella proliferazione delle cellule cancerose e 
nell’attivazione di fenomeni anti-apoptotici (Wong et al, 2008).  
Uno studio sistematico delle sequenze presenti nella libreria di cDNA da 
me generata potrà portare all’identificazione di altre specie di miRNA 
note in altri insetti/metazoi e conservate in H. virescens. Di particolare 
interesse risulta senz’altro la possibilità di identificare miRNA o altri tipi 
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di piccoli RNA non codificanti di H. virescens, la cui espressione venga 
indotta/modulata a seguito della parassitizzazione. A questo scopo, una 
seconda libreria di piccoli RNA, da me già generata a partire da emociti 
di larve non parassitizzate, verrà sottoposta a sequenziamento ed analisi. 
Dal confronto con i dati di sequenza già ottenuti per le larve 
parassitizzate, sarà possibile stilare una lista di piccoli RNA non 
codificanti, differenzialmente espressi in larve parassitizzate e non.  
E’ evidente che i componenti di questa lista saranno molecole 
potenzialmente coinvolte nell’alterazione funzionale degli emociti 
durante la parassitizzazione.  
A prescindere da quelli che potranno essere i futuri sviluppi del mio 
lavoro, i dati di sequenza ottenuti dalla libreria delle larve parassitizzate 
mi hanno già permesso di identificare una collezione di piccoli ncRNA 
prodotti dal TnBV, fra cui 5 putativi miRNA.  
La selezione di questi possibili candidati è stata effettuata sottoponendo 
sia le sequenze della libreria sia il genoma del TnBV, ad una serie di 
analisi bioinformatiche. 
In particolare, per l’identificazione dei miRNA, sono stati utilizzati 
metodi computazionali per la predizione di strutture secondarie a “stem-
loop”,  caratteristiche dei precursori dei miRNA maturi.  
Analisi trascrizionali sono state condotte allo scopo di valutare se le 
regioni del genoma del TnBV, situate a cavallo dei 5 putativi microRNA 
identificati, vengono trascritte negli emociti di larve parassitizzate. 
Inoltre, sono stati tracciati i profili trascrizionali di tutte le regioni 
intergeniche TnBVdel  contenenti sequenze di putativi piccoli ncRNA 
situate ad una distanza di almeno 200 basi da geni codificanti per 
proteine o anche solo putative ORF.  Infine, è stata saggiata l’attività 
trascrizionale di regioni genomiche del TnBV prive di geni predetti, 
siano essi geni  codificanti per proteine o putativi piccoli ncRNAs.  
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Le analisi condotte su questa larga frazione del genoma del TnBV 
indicano che una buona parte delle regioni non codificanti è trascritta 
negli emociti delle larve parassitizzate. Questo risultato inaspettato 
solleva diverse questioni riguardanti: 1) il significato funzionale di una 
trascrizione così generalizzata e 2) la possibile esistenza di meccanismi 
in grado di discriminare, tra tutte le sequenze trascritte, le molecole di 
RNA biologicamente attive, permettendo, ad esempio, la loro selettiva 
traslocazione nucleo-citoplasmatica. Esperimenti condotti sulle differenti 
frazioni di RNA nucleare e citoplasmatico permetteranno di vagliare 
questa ipotesi.  
E’ inoltre necessario allestire opportune prove funzionali con cui 
saggiare direttamente il ruolo dei ncRNA del TnBV, a cominciare dai 
putativi miRNA, nei processi di regolazione della fisiologia dell’ospite.  
Un precedente studio condotto nel nostro laboratorio ha portato 
all’identificazione di una sequenza del TnBV, trascritta negli emociti di 
larve di H. virescens parassitizzate in un RNA non codificante avente 
come bersaglio un gene dell’ospite implicato nella risposta immunitaria. 
Di fatto, questo studio rappresenta un solido argomento a sostegno 
dell’ipotesi che vede il genoma del TnBV impegnato nella produzione di 
molecole di ncRNA capaci di alterare importanti processi biologici delle 
larve di H. virescens ed in particolare capaci di inibire il sistema 
immunitario. Esistono però anche altre considerazioni a sostegno di 
questa ipotesi. 
E’ ad esempio noto che i microRNA sono dotati di caratteristiche 
peculiari che rendono particolarmente conveniente per i virus la loro 
inclusione all’interno dei loro genomi: 1) Possono essere di fatto 
impiegati nella regolazione di geni specifici dell’ospite al fine di creare 
un ambiente favorevole per la replicazione virale; 2) sono molecole 
di piccola taglia: le dimensioni minime richieste affinché un pri-miRNA 
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sia funzionale sono <200 nt, ideali per le ridotte dimensioni che spesso 
caratterizzano i genomi virali; 3) l’evoluzione di miRNA complementari 
a nuovi geni bersaglio può presumibilmente essere portata a compimento 
più velocemente rispetto all’evoluzione di nuove proteine regolatrici; 4) i 
miRNA non sono molecole antigeniche (Umbach e Cullen, 2009).  
Inoltre, i miRNA di origine virale sono spesso coinvolti nell’inibizione 
di fattori cellulari implicati nella regolazione dell’apoptosi e nella 
modulazione della risposta immunitaria antivirale, sia innata che 
acquisita. Infatti, interferendo con l’apoptosi, eludendo la risposta 
immunitaria dell’ospite e “autoregolando” l’espressione dei propri geni,  
i virus prolungano la vita delle cellule infette e rendono massimo il loro 
potenziale di replicazione (Umbach e Cullen, 2009).  
Un esempio di regolazione dell’apoptosi include PUMA, un fattore pro-
apoptotico identificato recentemente come bersaglio del miR-BART5, 
dell’Herpesvirus EBV. L’inibizione di PUMA ad opera del miRNA 
inibisce l’istaurarsi di fenomeni di morte cellulare programmata in  
cellule infettate da EBV (Choy et al. 2008).  
Inoltre, Stern-Ginossar et al. (2007) hanno dimostrato che il 
citomegalovirus dell’uomo, hCMV, ha sviluppato una specifica strategia 
di evasione della risposta immunitaria che vede la partecipazione di un 
miRNA. L’esposizione di cellule ad un’infezione virale induce 
l’espressione della proteina MICB, capace di attivare le cellule natural 
killer (NK) responsabili della soppressione delle cellule infette (Umbach 
e Cullen, 2009). Quindi, hCMV inibisce l’espressione di MICB 
attraverso l’azione combinata di una sua proteina specifica, HCMV 
UL16,  e del microRNA miR-UL112 che ha un sito bersaglio nel 3’UTR 
del gene codificante per MICB (Stern-Ginossar et al., 2007).  
Considerando che i PDVs causano lesioni multiple alla risposta 
immunitaria cellulare ed umorale dell’ospite,  risulta plausibile la 
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partecipazione di putativi miRNA a tali fenomeni. Nel caso dei putativi 
miRNA identificati nel TnBV, esperimenti di interferenza in vivo 
potranno servire a far luce su questo punto. In parallelo, attraverso la 
ricerca e l’identificazione di potenziali bersagli molecolari fra gli mRNA 
dell’ospite si potrà incominciare a delineare possibili meccanismi di 
azione. 
Le informazioni derivanti dagli studi funzionali delle regioni non 
codificanti del genoma del TnBV dovranno poi essere integrate con le 
informazioni relative alle attività biologiche dei prodotti proteici virali.  
Nel quadro di una conoscenza sempre più approfondita delle strategie di 
regolazione dell’ospite messe in atto dal TnBV per creare condizioni 
ottimali per lo sviluppo della progenie del parassitoide si potrà arrivare 
ad individuare nuove molecole ad azione immunomodulante e svelare 
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